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1. La Vitamina A, historia y nomenclatura 
Los primeros indicios del uso terapéutico de la vitamina A 
fueron descritos por los egipcios hace unos 3500 años, quienes usaban 
hígado crudo, actualmente conocido por ser la fuente animal más rica 
en vitamina A, para tratar la enfermedad que posteriormente los 
griegos designaron con el nombre de ceguera nocturna o nictalopía. 
Fue a finales del siglo XIX cuando se llevaron a cabo los 
primeros experimentos nutricionales con animales en los que se 
demostraba el efecto de la deficiencia de la vitamina A sobre el 
desarrollo y la supervivencia. Unos años más tarde, en 1913, tras 
haber experimentado un notable avance el campo del análisis químico 
de los alimentos, E. McCollum y M. Davis, y casi al mismo tiempo L. 
Mendel y T. Osborne, descubrieron la vitamina A, que entonces 
nombraron “fat-soluble factor A”. En estos trabajos se observó que 
una sustancia liposoluble, presente por ejemplo en mantequilla y yema 
de huevo, era indispensable para el desarrollo normal de las ratas. En 
1930 T. Moore demostró que la administración de β-caroteno en ratas, 
un componente que además se encuentra en forma natural en plantas, 
conducía a la acumulación de vitamina A (retinol) en el hígado. 
Concluyó de esta manera que el -caroteno era la provitamina o 
precursor de la vitamina A (retinol). En 1937 P. Karrer aisló y 
determinó estructuralmente el -caroteno y el retinol[1]. 
En la actualidad, según la IUPAC-IUB (International Union of 
Pure and Applied Chemistry - International Union of Biochemistry), 
el término vitamina A está reservado para designar cualquier 
compuesto que posea la actividad biológica del retinol. En cambio, el 
término retinoides hace referencia a los análogos del retinol, tanto 
naturales (figura 1) como sintéticos, con o sin actividad biológica[2]. 
El Ácido todo-trans Retinoico (RA), originalmente designado como 
ácido vitamina A, es un producto del metabolismo oxidativo del 
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retinol y es considerado el derivado de la vitamina A más activo a 
nivel fisiológico. 
             
Figura 1. Fórmulas estructurales de algunos retinoides naturales y del -
caroteno. Tomado de [3].  
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2. La Vitamina A y el metabolismo del Ácido Retinoico. 
Ninguna especie animal es capaz de sintetizar de novo la 
vitamina A, por lo que es incorporada mediante la ingesta de 
alimentos. La cantidad diaria de vitamina A requerida para un adulto 
es de 5 a 600 mg y un déficit o exceso en la misma puede conllevar 
serios problemas de salud. Una deficiencia en vitamina A se ha 
relacionado principalmente con problemas en la piel [4], en la 
respuesta inmune a enfermedades infecciosas [5] y en la visión [6].  
Por otro lado, su exceso provoca toxicidad en hígado, en el sistema 
nervioso central (CNS), sistema músculo esquelético, órganos 
internos, la piel, reducción de la densidad ósea y malformaciones 
durante el desarrollo del feto [3, 7-8]. 
En la dieta los alimentos de origen vegetal contienen 
carotenoides (ej. -caroteno), algunos de los cuales actúan como 
precursores de la vitamina A. Alternativamente, los animales pueden 
obtener la vitamina A mediante la dieta de la leche o la ingesta de 
tejidos de origen animal, en los que la provitamina A ya ha sido 
previamente convertida en retinoides, siendo el retinol y los ésteres de 
retinol las formas principales [3, 9]. 
En general, se asume que los carotenoides son absorbidos por 
difusión pasiva por los enterocitos del intestino delgado (figura 2). En 
el interior de los enterocitos el -caroteno puede transformarse en 
retinal a través de dos mecanismos distintos. La escisión central 
catalizada por una ,-caroteno-15,15’-monoxigenasa (BCO-I) 
produce 2 moléculas de retinal. En cambio, la escisión asimétrica 
catalizada por una,-caroteno-9’,10’-dioxigenasa (BCO-II), genera 
dos moléculas de -apocarotenales de distinto tamaño, pudiendo la 
molécula de mayor tamaño ser enzimáticamente acortada para dar 
lugar a retinal o ácido retinoico. El retinal formado como producto de 
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ambos procesos es a continuación reducido a retinol mediante una 
actividad reductasa todavía no identificada in vivo. Por otra parte, los 
ésteres de retinol incorporados en la dieta son hidrolizados a retinol y 
emulsionados con sales biliares para su mejor absorción por los 
enterocitos intestinales. Esta hidrólisis es llevada a cabo por la 
triglicérido lipasa pancreática (PNLIP) y la fosfolipasa B intestinal 
(PLB1). El retinol resultante es incorporado por los enterocitos a 
través de un proceso mediado por transportadores lipídicos, aunque las 
proteínas implicadas todavía no han sido identificadas ni 
caracterizadas [3, 9].  
 
Figura 2. Principales rutas de transporte de retinoides en humanos. Tomado de 
[3]. 
Parte de este retinol proveniente de la dieta, será transformado 
en 11-cis-retinal, que es transportado a la retina donde juega un 
importante papel en el ciclo visual. Sin embargo, la mayor parte del 
retinol tiene como destino su transformación en ácido retinoico, su 
molécula biológicamente más activa [10]. 
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Después de su absorción por el enterocito, el retinol es unido a 
la proteína celular de unión a retinol II, CRBP-II (RBP2), y 
posteriormente en su mayoría es reesterificado por la lecitin retinol 
acil transferasa (LRAT) usando ácidos grasos de cadena larga, 
principalmente palmitato. La mayoría de los ésteres de retinol 
formados son posteriormente incorporados en quilomicrones. Estos 
complejos lipoproteicos son secretados desde los enterocitos hacia la 
linfa intestinal para posteriormente acceder a la circulación, donde 
sufren procesos de hidrólisis y de intercambio de apolipoproteínas que 
resultan en la formación de quilomicrones remanentes. Los 
quilomicrones remanentes son principalmente eliminados de la 
circulación por las células parenquimales del hígado (i.e., 
hepatocitos). En los hepatocitos, los ésteres de retinol son 
hidrolizados. El retinol no esterificado puede a continuación asociarse 
con la proteína de unión a retinol RBP (RBP4), que se localiza 
principalmente en el retículo endoplásmico del hepatocito. La unión 
del retinol a RBP aparentemente inicia una translocación del retinol-
RBP desde el retículo endoplásmico hacia el aparato de Golgi, 
seguido de una secreción en el plasma para alcanzar así los tejidos 
diana. Adicionalmente, una gran cantidad de retinol no esterificado en 
hepatocitos es también transferida para su almacenamiento  a otro tipo 
de célula del hígado, las llamadas células estrelladas perinusoidales. 
Las proteínas que se expresan de forma abundante en este tipo de 
células y que parecen jugar un papel clave en este almacenamiento 
son las proteínas CRBP-I (RBP1) (proteína celular de unión a retinol) 
y LRAT. La reserva normal de ésteres de retinol en las células 
estrelladas representa un aporte adecuado de vitamina A para la 
mayoría de individuos durante semanas o meses. Este importante 
almacenamiento de ésteres de retinol en células estrelladas, junto la 
capacidad de las células para controlar la movilización del retinol, 
asegura una concentración constante de retinol en plasma en torno a 1-
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2 M a pesar de las fluctuaciones normales durante la ingesta diaria de 
vitamina A [3, 9].  
De esta manera, el retinol en el plasma se encuentra unido a la 
proteína RBP  y  el 95% de la RBP plasmática se encuentra asociada 
con la transtiretina (TTR) (1:1), una unión que reduce la filtración 
glomerular del retinol. Además del retinol y de los ésteres de retinol, 
otros retinoides están presentes en plasma a concentraciones 
nanomolares (sobre 5-10 nM) como es el caso del ácido todo-trans 
retinoico. Se cree que estos retinoides se transportan en plasma unidos 
a albúmina. La presencia de estos retinoides en plasma se desconoce si 
es debida a un reflejo del catabolismo de los retinoides o si realmente 
son incorporados y utilizados por las células, ya que la mayoría de 
estos retinoides son activos en sistemas in vitro a concentraciones 
nanomolares [3]. 
El retinol procedente del plasma es incorporado en determinadas 
células gracias al receptor identificado en 2007 como gen 6 
estimulado por RA (STRA6). Una vez en el citoplasma celular, el 
retinol se une a la proteína CRBP-I y puede ser metabolizado a ácido 
todo-trans retinoico a través de un proceso de dos etapas de oxidación 
(figura 3) [9]. 
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Figura 3. Principales rutas del metabolismo celular de retinoides. Tomado de 
[9]. 
La primera corresponde a la oxidación del todo-trans retinol a 
todo-trans retinal, proceso reversible y catalizado por dos familias de 
retinol deshidrogenadas, las Alcohol Deshidrogenasas (ADH) y las 
Deshidrogenasas-Reductasas de Cadena Corta (SDRs o DHRs ). De la 
familia de las Alcohol Deshidrogenasas (ADH) se han descrito 5 
isoformas, siendo la ADH3 la que posee una expresión más ubicua, 
mientras que los patrones de expresión de ADH1 y ADH4 sugieren 
una función más específica de tejido. Además estas enzimas no 
parecen oxidar el todo-trans retinol unido a RBP1. Por ello, la 
oxidación de retinol a retinal adicionalmente está catalizada por 
miembros de la familia SDR de las que se han descrito 8 isoformas. 
Las SDRs utilizan el todo-trans retinol unido a CRBP-I como 
substratos, donde la CRBP-I actúa como chaperona para el retinol 
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dirigiéndolo hacia estas enzimas. La segunda etapa de oxidación 
corresponde a la oxidación irreversible de retinal a ácido retinoico y 
está catalizada por las Retinal Deshidrogenasas (RALDH) RALDH1, 
RALDH2, RALDH3 y RALDH4, donde la RALDH2 es la 
responsable de la producción de ácido retinoico en varios tipos 
celulares durante el desarrollo embrionario [3, 9]. 
El RA recién sintetizado se une a las proteínas celulares de 
unión al RA 1 y 2 (CRABP1 y 2), para posteriormente entrar en el 
núcleo y activar la transcripción (autocrina) o ser transportadas a una 
célula diana vecina (paracrina). De las dos proteínas CRABP, 
CRABP2 es la responsable de facilitar la entrada del RA al núcleo 
(autocrina) [10]. Una vez en el núcleo, el complejo RA-CRABP2 
interacciona con receptores nucleares (RARs y RXRs) para mediar la 
transferencia del ligando hacia los mismos y iniciar así la 
transcripción de genes específicos que poseen una secuencia RARE 
(elemento de respuesta al RA). 
Finalmente, un mecanismo importante en el control de los 
niveles de Ácido Retinoico en células y tejidos lo proporciona su 
catabolismo. Las enzimas responsables pertenecen a la familia de las 
citocromo P450, se trata de las enzimas CYP26A1, CYP26B1 y 
CYP26C1 capaces de metabolizar el ácido todo-trans retinoico a 
metabolitos polares como son el ácido 4-hidroxi retinoico, el ácido 4-
oxo retinoico, etc. Los patrones de expresión de las tres enzimas son 
generalmente no solapantes, sugiriendo funciones individuales para 
cada una de ellas en el catabolismo del RA. Además, las enzimas 
CYP26A1, CYP26B1 y CYP26C1 son inducidas por RA, lo que 
sugiere un mecanismo directo de regulación de su metabolismo [3, 9]. 
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3. El Ácido Retinoico como molécula señalizadora 
La vitamina A y sus derivados (los retinoides) ejercen un papel 
importante como reguladores fisiológicos de un gran número de 
procesos biológicos, como el desarrollo embrionario, la visión, el 
sistema inmune, la reproducción, la homeostasis de tejido, la 
diferenciación, la proliferación y la apoptosis [11-13].  
 
3.1 Desarrollo embrionario 
La carencia o exceso de los retinoides provoca profundos 
defectos en el desarrollo embrionario de vertebrados [12, 14-15]. La 
base molecular de este fenómeno se propuso cuando se descubrió que 
la forma más activa de la vitamina A, el ácido retinoico, actúa a través 
de factores de transcripción activados por ligando, capaces de cambiar 
el patrón de expresión de la agrupación de genes con homeobox 
implicados en morfogénesis [16-17]. El ácido retinoico se ha visto que 
es indispensable en el establecimiento de  los ejes anteroposterior y 
dorsoventral, en la morfogénesis y la organogénesis [18]. De hecho, 
casi cada órgano o tejido puede verse afectado por el RA al tratarlos 
con el mismo durante un periodo crítico [19], lo que demuestra su 
papel crucial en la regulación de distintos eventos del desarrollo [20-
21]. Entre los sistemas y órganos que se ven afectados por un déficit 
de ácido retinoico durante el desarrollo embrionario destacan el 
sistema cardiovascular, el sistema urogenital, el sistema respiratorio, 
la cabeza, los ojos, el sistema nervioso central, órganos 
hematopoyéticos y el tronco [10, 21-25]. Por otro lado, un exceso de 
ácido retinoico resulta teratogénico, por lo que los niveles de RA se 
encuentran finamente regulados durante el desarrollo[26]. 
Muchos neurobiólogos han mostrado especial interés por el 
ácido retinoico por su papel durante el desarrollo y maduración del 
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sistema nervioso central (CNS). En este contexto, el RA tendría como 
funciones principales: el establecimiento de patrones y la 
diferenciación neuronal. El RA contribuye al establecimiento de los 
patrones anteroposterior y dorsoventral de la placa y el tubo neural. En 
el eje anteroposterior de la placa neural, el RA, junto con las proteínas 
WNTs y factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), son 
responsables de la organización del romboencéfalo y de la médula 
espinal anterior. En el eje dorsoventral del tubo neural, el RA, 
generado por las recientemente formadas somitas, la ruta de 
señalización sonic hedgehog (SHH), que se expresa de forma ventral, 
las proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs), que se expresan 
dorsalmente, y las FGFs, que se expresan en extremo posterior del 
tubo neural en extensión, determinan conjuntamente el destino del 
subconjunto de neuronas sensoriales, interneuronas y motoneuronas 
localizadas en regiones precisas de la médula espinal [27].  
En el cerebro adulto se ha visto que el ácido retinoico está 
implicado en la plasticidad neuronal del hipocampo [28] y en 
regeneración axonal en el sistema nervioso periférico (PNS) donde 
RA está implicado en la respuesta producida frente a un daño en los 
nervios. En este caso, la expresión del receptor RAR2 se incrementa 
con el daño y en situaciones donde se produce un crecimiento de 
neuritas. En cambio, esta inducción no ocurre cuando el daño se 
produce en el CNS, lo que explicaría el hecho de que en este caso no 
se produzca regeneración axonal [27]. 
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3.2 Diferenciación neuronal 
Además de ser esencial durante la morfogénesis del sistema 
nervioso, estableciendo los patrones anteroposterior y dorsoventral de 
la placa y el tubo neural, el ácido retinoico posee un papel en la 
regulación de la diferenciación de neuronas durante el desarrollo [29-
31]. El RA regula positivamente el número de neuronas primitivas que 
se originan durante el progreso de la placa neural. En esta producción 
de neuronas primitivas, la señalización SHH tendría un papel 
antagonista en relación con la señalización por RA, de forma que  la 
generación del número correcto de células está controlada finamente 
por ambas señales. Por otro lado, el RA regula in vivo la 
diferenciación de neuronas motoras, participando activamente en el 
desarrollo de neuronas motoras somáticas (SMs) en el romboencéfalo 
caudal y en las columnas motoras laterales de la médula espinal [27].  
Adicionalmente, se ha visto que el RA induce la diferenciación 
in vitro de células madre embrionarias hacia un fenotipo neuronal [32-
34] y aumenta la neuritogénesis en cultivos primarios de neuronas de 
la médula espinal [35]. De hecho, en la literatura hay muchos 
ejemplos que demuestran la capacidad de inducir parada proliferativa 
y la diferenciación in vitro de líneas celulares de distinto origen, entre 
las que se incluyen algunas líneas tumorales [11, 32, 36-41], como es 
el caso de algunas líneas celulares establecidas de carcinoma 
embrionario y de neuroblastoma humano, que se diferencian en 
presencia de RA hacia un fenotipo neuronal [36, 38, 42]. 
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4. Diferenciación neuronal de células de neuroblastoma inducida 
por Ácido Retinoico  
 
4.1 El neuroblastoma y el Ácido Retinoico 
El neuroblastoma es un tumor infantil que se origina a partir de 
un desarrollo aberrante de las células de la cresta neural, que emigran 
en el embrión para formar los ganglios simpáticos y la médula 
suprarrenal [43]. A pesar de su origen tumoral, las líneas celulares de 
neuroblastoma pueden ser inducidas a diferenciar in vitro mediante 
tratamiento con varios compuestos, incluyendo el RA (figura 4) [40, 
42]. Esta diferenciación está caracterizada por cambios en la 
morfología, actividad bioquímica y expresión génica. Dichos cambios 
son similares a los que suceden en la maduración de células de la 
cresta neural [44] y que incluyen inhibición de la proliferación, 
extensión de neuritas, formación de sinapsis con otras células distantes 
[45], inducción de diversas proteínas específicas de neuronas [46-47] 
y de genes asociados con ciclo celular, morfología celular y 
neurotransmisión [48-49]. Además entre los genes que incrementan su 
expresión está el receptor RAR, como hemos visto relacionado con 
el crecimiento de neuritas[50].  
Por otro lado, tratamientos largos con RA conducen a una 
disminución en el potencial invasivo y  migratorio de la mayoría de 
las líneas celulares de neuroblastoma, lo que sugiere que éstas son 
características propias de células no diferenciadas[51]. Entre estas 
características se ha descrito un reclutamiento diferencial en 
neuroblastoma de los factores de transcripción HIF-1 y HIF-2 en 
los promotores de genes diana comunes como VEGF. Esta regulación 
diferencial viene controlada por niveles de oxígeno, donde 
condiciones in vitro que asemejan una buena vascularización del 
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tumor conducen a una estabilización de la proteína HIF-2 en 
comparación de la baja actividad de HIF-1. Niveles altos de proteína 
HIF-2 se han correlacionado con estadios clínicos avanzados, con 
valores altos de VEGF y con un pronóstico más pobre de la 
enfermedad [52].  
 
Figura 4. Diferenciación neuronal inducida por RA en células SH-SY5Y de 
neuroblastoma humano. 
 
Una de las líneas celulares más empleada como modelo es la 
SH-SY5Y. Estas células proceden de la tercera subclonación sucesiva 
de la línea SK-N-SH, una línea que se obtuvo en 1970 a partir de una 
biopsia de un neuroblastoma metastático en médula ósea de una 
paciente de cuatro años de edad. Estas células SH-SY5Y diferenciadas 
in vitro poseen un fenotipo neuronal, tanto morfológicamente como 
funcionalmente por la expresión de marcadores neuronales, por lo que 
se consideran un modelo útil para el estudio de las fases iniciales de la 
diferenciación neuronal [42, 53].  
Entre los cambios moleculares que tienen lugar en estas células 
durante la diferenciación inducida por RA, se produce una alteración 
en el balance de los factores de transcripción bHLH promotores 
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(NEUROD6 y NEUROD1) e inhibidores (ID1, ID2, ID3) de la 
diferenciación, una familia génica implicada en la regulación de la 
diferenciación de muchos tipos celulares. Estos últimos ejercen su 
función inhibitoria formando heterodimeros con factores de 
transcripción bHLH promotores de diferenciación e impidiendo su 
unión a secuencias localizadas en los promotores de sus genes diana. 
En esta alteración inducida por RA la expresión de los genes IDs 
disminuye, siendo necesario para ello la síntesis de nuevas proteínas 
así como la actividad de la fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K) [54]. 
Sin embargo, los genes IDs no serían los únicos regulados por la 
PI3K, como demuestra un estudio que trata de identificar genes 
controlados por esta ruta durante la diferenciación de las células SH-
SY5Y inducida por RA, mediante el empleo de chips de DNA y del 
inhibidor de PI3K LY294002 [55]. Además, según se demuestra en 
varios trabajos participarían también en la regulación del proceso, 
MAP Quinasas, como la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) o la 
ERK1/2[56-57]. 
Por otro lado, el RA se utiliza en combinación con otros 
factores, como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), 
para obtener in vitro células diferenciadas con características más 
próximas a neuronas adultas. Por ejemplo, el tratamiento secuencial 
de células SH-SY5Y con RA y BDNF genera células diferenciadas 
con una morfología neuronal. Entre los marcadores de diferenciación, 
estas células diferenciadas expresan proteínas de neurofilamento NF-L 
y NF-M, la enolasa específica de neuronas ENO2, proteína asociada a 
crecimiento GAP-43, así como marcadores de polaridad neuronal 
TAU o MAP2 [53]. En un estudio más reciente, el pretratamiento de 
células SH-SY5Y con RA seguido por el cultivo sobre una matriz 
extracelular (ECM) en combinación con BDNF, neuregulina beta1, 
factor de crecimiento neuronal, y el tratamiento de la vitamina D3 
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genera células con una semejanza inequívoca a neuronas adultas, las 
cuáles expresan además formas de splicing adultas de la proteína 
marcadora de diferenciación TAU.  Este nuevo modelo de 
diferenciación in vitro permite estudiar distintos aspectos de la 
enfermedad de Alzheimer [58].   
 
4.2 Aplicaciones terapéuticas de los Retinoides 
El neuroblastoma se trata de la forma más común de tumor 
extracraneal de la infancia (supone más del 50% de los cánceres de 
lactantes [59]), con una incidencia de 8 a 10 casos por millón de niños 
y año en Europa [60]. La edad, estadio y características biológicas 
encontradas en las células tumorales son importantes factores 
pronósticos y se utilizan para la estratificación del riesgo y la 
asignación del tratamiento. 
Las diferencias en la evolución de los pacientes con 
neuroblastoma son sorprendentes, siendo uno de los tumores sólidos 
más enigmáticos para los oncólogos pediátricos. Los pacientes con 
neuroblastoma de riesgo bajo e intermedio tienen un pronóstico y 
evolución excelentes. En estos casos, los tumores pueden remitir por 
completo o se diferencian a ganglioneuroblastoma benigno sin un 
tratamiento. Sin embargo, aquellos con enfermedad de riesgo alto, 
especialmente pacientes mayores de 18 meses, presentan metástasis, 
por lo general en los ganglios linfáticos, hígado, hueso y médula ósea. 
Menos de la mitad de estos pacientes se curan, aun con el uso de altas 
dosis de terapia seguida de transplante médula ósea autólogo [61]. 
Con el uso de la quimioterapia de inducción, cirugía y 
megaterapia con transplante autólogo, la tasa de respuesta oscila entre 
el 60% y el 80% de todos los pacientes, aunque en muchos casos 
existen recaídas. Estas recaídas suelen tener características 
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metastáticas y guardan relación con la persistencia de enfermedad 
residual mínima. Para intentar reducir estos efectos negativos y 
aumentar la supervivencia se están utilizando anticuerpos 
monoclonales y agentes diferenciadores como los retinoides [60]. 
La capacidad diferenciadora del RA hace que se utilice como 
agente terapéutico en el tratamiento de la enfermedad residual mínima 
posterior a la quimio- y radioterapia y al transplante de médula ósea 
en pacientes con neuroblastoma de riesgo alto, lo que conlleva a un 
incremento de la tasa de supervivencia libre de enfermedad de un 20% 
hasta algo más del 40 % [62]. Resultados más recientes indican que la 
quimioterapia mieloablativa, seguida de un transplante autólogo de 
médula ósea y quimioterapia con 13-cis-RA resulta en una mejora de 
la supervivencia de un 40 a un 60% cuando se emplea el tratamiento 
con RA [63]. A pesar de estos resultados clínicos favorables, las bases 
moleculares de los efectos terapéuticos del RA todavía no se conocen 
con exactitud. 
Por otro lado, la Fenretinida (4-HPR) es un retinoide que se 
encuentra actualmente en la fase I de ensayos clínicos en niños con 
tumores sólidos de alto riesgo. Sin embargo, la biodisponibilidad 
relativamente pobre de la fenretinida ingerida en forma de pastilla ha 
llevado al uso de nuevas formulaciones orales con una 
biodisponibilidad mejorada y a una nueva formulación de la 
Fenretinida para su administración intravenosa en esta fase [64]. 
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5. Mecanismos de acción del Ácido Retinoico  
 
5.1 Mecanismo clásico de acción del Ácido Retinoico  
Los retinoides son reconocidos por dos tipos de receptores 
intracelulares, los Receptores de Ácido Retinoico (RARs) y los 
Receptores de Retinoide X (RXRs). Estos receptores pertenecen a la 
superfamilia de los Receptores Nucleares de Hormonas, en los que se 
incluyen además los receptores para las hormonas esteroideas tales 
como estrógenos (ER), glucocorticoides (GR) andrógenos (AR) y 
progesterona (PR), receptores para hormonas no esteroideas como la 
hormona tiroidea (TR), receptores para vitaminas como la 1,25-
dihidroxi-vitamina D (VDR) o receptores que se unen a diversos 
productos del metabolismo tales como ácidos grasos (PPAR) y 
oxiestereoles (LXR). Los Receptores Nucleares constituyen una 
familia de factores de transcripción que se unen a secuencias 
específicas de DNA, que se conocen con el nombre de elementos de 
respuesta a hormona (HRE), y que regulan la expresión de genes diana 
específicos de forma dependiente de ligando. Los miembros de la 
superfamilia de receptores nucleares presentan una estructura modular 
que consta de: un dominio central de unión a DNA o dominio C, que 
está muy conservado y que les caracteriza; un dominio A/B en la zona 
N-terminal, región no conservada y de tamaño e importancia funcional 
variable; un dominio D o región bisagra, que contiene la señal de 
localización nuclear; un dominio E de unión al ligando; y en algunos 
receptores un dominio F que podría tener función reguladora. 
Además, poseen dos dominios de transactivación: AF-1 en el dominio 
A/B y AF-2 en el dominio de unión al ligando. 
El RAR está codificado por 3 genes ,  y , y se generan varias 
isoformas de cada uno: RAR1 y RAR2; RAR1, RAR2, RAR3 
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y RAR4; RAR1 y RAR2 [18]. También existen tres genes del 
receptor RXR, que codifican para RXR, RXRy RXR. El Ácido 
todo-trans Retinoico constituye el ligando natural para el receptor 
RAR [65] mientras que el Ácido 9-cis Retinoico funciona como 
ligando del receptor RXR al menos in vitro [66]. Estos receptores 
nucleares actúan formando dímeros. Mientras que los RXRs pueden 
formar homodímeros o heterodímeros con otros miembros de la 
superfamília de Receptores Nucleares, los RARs únicamente puede 
formar heterodímeros con los RXRs, los cuales en presencia de 
ligando se unen a secuencias consenso conocidas como RARE 
(elementos de respuesta a Ácido Retinoico) localizadas en los 
promotores de los genes diana. 
Los Receptores Nucleares regulan positiva o negativamente la 
expresión génica a través de mecanismos que pueden ser dependientes 
o independientes de su unión a los elementos de respuesta a hormona 
(HRE). 
Mecanismos dependientes de los HRE 
En la activación de la transcripción dependiente de ligando 
por parte de los Receptores Nucleares requiere como últimos pasos la 
modificación de nucleosomas, la remodelación de la cromatina y el 
reclutamiento de la RNA polimerasa II (RNAPII) al promotor de los 
genes diana [67]. Esto se consigue mediante la formación del 
complejo de iniciación de la transcripción a través de los factores 
generales de la transcripción (GTFs), y la acción de proteínas 
correguladoras que facilitan la comunicación entre el receptor nuclear 
y la maquinaria transcripcional [68-69].  
En ausencia de ligando, los Receptores Nucleares se encuentran 
unidos a correpresores (NCoR y SMRT) [70-71], capaces de reclutar 
complejos multiproteícos que contienen deacetilasas de histonas 
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(HDACs). Estos complejos promueven la condensación de la 
cromatina haciéndola menos accesible a la maquinaria basal de 
transcripción y produciendo por tanto una inhibición de la 
transcripción de genes con HRE positivos (figura 5a) [72]. 
La llegada del ligando media un cambio alostérico en el dominio 
de unión al ligando que permite la liberación de las proteínas 
correpresoras y la formación de una superficie de unión de 
coactivadores. Como coactivadores se han identificado complejos 
remodeladores de la cromatina dependientes de ATP (SWI/SNF, 
BGR/hBrm), y complejos con actividad acetilasa (HAT) y metilasa 
(HMT) de histonas (GCN5/PCAF, CBP/p300, p160/SRC, TAFII250) 
y complejos tipo TRAP/DRIP/ARC, que pueden jugar un papel en el 
reclutamiento de la RNA polimerasa II al promotor diana [73]. Estas 
proteínas son capaces de potenciar la actividad de los receptores 
nucleares remodelando la estructura de la cromatina así como 
reclutando la maquinaria basal de transcripción [74] (figura 5b y 5c). 
 
Figura 5. Modelo clásico para el ensamblaje de los heterodímeros RAR/RXR y 
sus correguladores durante la activación transcripcional. Tomado de [75]. 
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La represión de la transcripción de genes por parte de los 
Receptores Nucleares tiene lugar de forma dependiente de ligando a 
través de la unión a HRE negativos. El receptor vacío estimularía la 
transcripción y la unión del ligando revertiría dicha activación al 
reclutar una serie de correpresores [76]. El mecanismo no se ha 
esclarecido todavía pero parece que la localización de este elemento, 
muy próxima al sitio de iniciación de la transcripción, juega un papel 
importante [77]. 
La complejidad de estos mecanismos aumenta por el hecho de 
que la actividad de ciertos Receptores Nucleares puede verse afectada 
por la acción de otras rutas de señalización que conducen a la 
fosforilación de los propios receptores. Se han descrito múltiples 
quinasas (MAPKs, PKA, CDKs), que activadas por señales 
extracelulares, afectan a la actividad de ciertos Receptores Nucleares 
[78]. En función del receptor y el residuo implicado, esta fosforilación 
puede inhibir la activación dependiente de ligando de los receptores 
debido a una disminución de su afinidad por el ligando o el DNA. En 
otros casos, la fosforilación conduce a una activación de los receptores 
en ausencia de ligando.   
Mecanismos independientes de los HRE 
Además, los receptores pueden regular la expresión de genes 
que no contienen HREs mediante la interferencia con otros factores de 
transcripción. Los receptores TR, RAR o GR son capaces de inhibir 
de una manera dependiente de ligando la actividad de factores de 
transcripción como CREB, NFkB y AP-1 (Jun/Fos). Se ha visto que 
los heterodímeros RAR-RXR, en presencia de RA, reprimen la 
actividad de AP-1 implicada en la regulación de genes promotores de 
la proliferación e inhibidores de la diferenciación [79-81]. Esto 
contribuiría a la transición de las células hacia un fenotipo 
diferenciado. Por otro lado, la actividad del factor de transcripción 
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NF-B puede ser regulado de manera no transcripcional por parte de 
RA, muy probablemente de forma dependiente del receptor de RA 
[82]. De hecho se ha visto recientemente, utilizando diferentes 
modelos de cáncer de mama, que los retinoides, dependiendo del 
contexto celular, pueden dirigir la señal hacia muerte o supervivencia 
celular a través de una interferencia con la ruta de NF-B, lo que 
conduce a una alteración en la expresión de genes diana de esta ruta. 
Esta ruta parece ejercer un papel clave en la señalización por RA y en 
la resistencia mediada por RA durante la aplicación de una terapia 
pro-apoptótica en células de cáncer de mama [83].  
 
5.2 Mecanismos de acción no transcripcional del Ácido Retinoico 
Como se ha descrito en el apartado anterior, los Receptores 
Nucleares de Hormonas se han considerado factores de transcripción 
regulados por ligando que regulan la expresión de genes diana a través 
de su unión a elementos específicos contenidos en sus promotores 
(acciones genómicas o transcripcionales clásicas). Sin embargo, 
durante los últimos años se ha descrito la implicación adicional de 
estos receptores en mecanismos no transcripcionales de transducción 
de señal, también inicialmente conocidos en la literatura como 
mecanismos no genómicos o extra-genómicos (para revisión [84-87]). 
Estas acciones no transcripcionales son más rápidas que las acciones 
genómicas clásicas, no dependen ni de la síntesis de RNA ni de 
proteínas, pero implican la activación inducida por ligando de rutas de 
transducción de señal. Muchos de los efectos no transcripcionales 
están mediados por la Adenil-ciclasa, Receptores acoplados a la 
proteína G (GPCRs), Tirosin-quinasas que desencadenan rutas de 
señalización a través de Src, PI3K/AKT, MAP-quinasas y por un 
aumento de pH y Ca2+ intracelular. 
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La existencia de estas nuevas acciones mediadas por rutas de 
transducción de señal desencadenadas en la membrana plasmática, 
plantean como cuestión conocer los receptores responsables de iniciar 
estas respuestas. Por una parte se postula que podría tratarse de una 
subpoblación de receptores nucleares localizada en la membrana 
plasmática, o bien que los propios receptores nucleares se translocasen 
a la membrana, o tal vez que fuesen otros receptores de membrana ya 
conocidos que tendrían como propiedad adicional unirse a las 
hormonas. Existen distintas evidencias que demuestran que todas las 
opciones pueden tener lugar en función de la hormona considerada y 
del tipo celular concreto [88-90]. 
La implicación de los Receptores Nucleares en este tipo de 
acciones ha sido especialmente estudiada para los Receptores de 
Hormonas Esteroideas, sobre todo para el Receptor de Estrógeno 
(ER). La unión de 17--estradiol (E2) al receptor ERlocalizado 
en la membrana es capaz de activar rápidamente diversas quinasas 
(MAPKs, PI3K, PKC) y fosfatasas, y también incrementar el AMPc y 
el calcio intracelular (para revisión,[91]). La presencia de los 
receptores nucleares de Estrógeno (ER) en la membrana plasmática 
se ha identificado en células de cáncer de mama y han sido varios 
laboratorios los que han descrito un mecanismo conservado para el 
tráfico de los mismos hacia esta ubicación celular. Este mecanismo 
cuenta con una palmitoilación del receptor en el citoplasma que 
requiere la unión de la proteína Hsp27. Esta modificación promueve la 
asociación monomérica del receptor ERcon Caveolina-1, la proteína 
que transporta ER a los rafts caveolares (CR) de la membrana 
plasmática. La Caveolina-1 sirve de proteína de andamiaje junto con 
MNAR (modulator of nongenomic action of the estrógeno 
receptor)/Pelp-1 para el reclutamiento de los componentes del 
complejo de señalización. En ausencia de ligando, los receptores 
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ERlocalizados en la membrana plasmática existen en forma de 
monómeros y la unión de E2 permite su dimerización, un cambio 
conformacional requerido para desencadenar la señal y que conduce a 
la rápida activación de la proteína G. Si bien E2 no facilita la 
localización en la membrana del receptor probablemente controle la 
acilación mediante la inducción de la dimerización, de esta manera 
limitando la cantidad de ER monomérico disponible para sufrir 
palmitoilación. Esto podría explicar porqué sólo aproximadamente el 
5% de los receptores se encuentran en la membrana plasmática aunque 
el 100% posee un motivo estructural que permite teóricamente su 
palmitoilación y el tráfico del receptor hacia la membrana plasmática 
[92]. 
En el caso del RA, pese a que se ha estudiado ampliamente sus 
efectos transcripcionales clásicos, actualmente se dispone de 
relativamente poca información acerca de sus efectos no 
transcripcionales en rutas de señalización y sus implicaciones 
fisiológicas. En este sentido, nuestro laboratorio ha aportado las 
primeras evidencias de la existencia de estas acciones rápidas no 
transcripcionales. En 2002 se describió que el tratamiento de las 
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y con RA conducía a la 
activación de la ruta de señalización de la fosfatidil-inositol-3- quinasa 
(PI3K) y que dicha activación era requerida para la diferenciación 
inducida por RA [54]. Cuando se analizó este fenómeno se observó 
que el RA rápidamente activaba la ruta de señalización PI3K, 
detectando en las células SH-SY5Y una fosforilación específica en la 
Ser473 de la quinasa AKT a los 5 min de tratamiento con RA (figura 
6A), siendo esta fosforilación independiente de una nueva 
transcripción en células tratadas con Actinomicina D o de la síntesis 
de nuevas proteínas en células tratadas con cicloheximida (figura 6B). 
Además de la activación de la ruta PI3K/AKT, también se vio una 
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activación rápida de la ruta MAPquinasa ERK1/2 en las células de 
neuroblastoma tratadas con RA (Figura 6C) [93]. La activación de la 
ruta PI3K/AKT por el tratamiento con RA reveló un papel hasta 
entonces desconocido del RA en la regulación de la apoptosis y la 
supervivencia en células de neuroblastoma. Un papel que también se 
ha descrito en cultivos primarios de neuroblastos de la médula espinal 
[35, 94] y en neuronas derivadas de células madre neurales in vitro 
[95], pero para el que se desconocía su base molecular.  
 
Figura 6. Activación no transcripcional de las rutas de señalización PI3K/AKT 
y ERK1/-2 por el tratamiento de células de neuroblastoma SH-SY5Y. Tomado 
de [93]. 
 
Las acciones no transcripcionales del RA se han estudiado 
posteriormente en otros tipos celulares, como las células de leucemia 
promielocítica aguda, donde el tratamiento con RA aumenta los 
niveles de AMPc [96], produce una activación de la quinasa p70S6 a 
través de la vía de PI3K/AKT/mTOR [97], un incremento de la 
actividad de la sulfatasa de esteroides dependiente de PI3K y también 
de la MAP quinasa ERK [98]. En otro trabajo, usando cultivos 
celulares de Xenopus, se demostró otra acción no transcripcional del 
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RA, en la que, a través del receptor RARβ, se produce un rápido 
incremento de la frecuencia de liberación de neurotransmisor en las 
sinapsis neuromusculares durante el desarrollo [99]. Este proceso está 
mediado por cambios en los niveles intarcelulares Ca2+, 
desencadenados por las rutas PI3K/AKT, PKCγ y la tirosin-quinasa 
Src [100]. También se ha descrito la implicación del receptor RAR 
en acciones no transcripcionales del RA. El RA y su receptor RAR 
se han relacionado con la regulación de la traducción del receptor de 
glutamato GluR1 en neuronas del hipocampo. El receptor RAR sin 
ligando es activamente exportado desde el núcleo hacía el citoplasma 
donde se encuentra localizado en gránulos de las dendritas, asociado 
con mRNAs, como los mRNAs del receptor de glutamato GluR1, 
junto con proteínas de unión al RNA y factores de traducción. La 
asociación resulta en una represión de la traducción de GluR1. En 
cambio, la unión de RA al receptor RAR reduce la asociación con el 
mRNA de GluR1 y alivia la represión traduccional [101-102].  
De esta manera, se conocen en la actualidad varios ejemplos de 
acciones no transcripcionales del RA en los que tienen lugar una 
interacción con la ruta PI3K/AKT. La PI3K es un complejo 
heterodimérico que comprende una subunidad reguladora de 85 KDa 
(p85) y una subunidad catalítica de 110 KDa (p110), que se encarga 
de la fosforilación de lípidos de inositol para generar 3-fosfoinositoles 
(PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3). Estos se unen a una gran variedad 
de moléculas de señalización, alterando su actividad y localización 
subcelular [103]. La regulación de la supervivencia por PI3K en 
particular está mediada por la activación de AKT, también conocida 
como protein-Quinasa B o PKB [104-105], la cual requiere su 
translocación a la membrana plasmática por la formación de los 
fosfoinositoles y la fosforilación en treonina 308 (Thr308) y serina 
473 (Ser473) por parte de la quinasa PDK-1 (phosphoinositide-
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dependent kinase 1) [106]. A su vez la activación de AKT es regulada 
negativamente por la fosfatasa PTEN, capaz de revertir la 
fosforilación realizada por la PI3K [103]. Entre los sustratos de AKT 
se incluyen la inactivación de mediadores proapoptóticos (Bad, Bax, 
caspasa 9, GSK-3, p53 etc.) y la activación de proteínas 
antiapoptóticas (Bcl-2, mTOR, etc.) [104, 107]. 
Recientemente nuestro laboratorio ha analizado con más detalle 
la activación de la ruta PI3K/AKT por el tratamiento con RA en 
células SH-SY5Y, donde se han obtenido resultados que confirman la 
implicación del Receptor clásico del Ácido Retinoico (RAR) en esta 
acción no transcripcional. A diferencia de lo que se ha descrito para 
los Receptores de Esteroides, donde la interacción del receptor con la 
subunidad reguladora de la PI3K (p85) depende de la unión del 
ligando [108-110], en este trabajo se muestra que RAR forma un 
complejo estable con p85-PI3K. La unión del ligando al receptor RAR 
asociado a la subunidad reguladora de la PI3K (p85) conduce a la 
formación del complejo de señalización de la PI3K por reclutamiento 
de la subunidad catalítica p110 a la membrana y, por lo tanto, a la 
activación de la ruta (figura 7) [93]). 
  
Figura 7. Modelo propuesto de activación de la PI3K inducida por RA. PM: 
Membrana plasmática y Nu: Núcleo. 
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La integración entre estas acciones no transcripcionales  y las 
acciones genómicas  clásicas del RA en las células SH-SY5Y conduce 
a un acoplamiento entre diferenciación y supervivencia celular. Por 
una parte el RA regula la expresión de genes implicados en 
diferenciación (acción genómica) y por otra parte, mediante una 
acción extra-genómica, el RA activa la ruta PI3K/AKT implicada en 
la regulación de la supervivencia celular. Sin embargo, ambas 
acciones no ocurren independientemente sino que se encuentran 
interconectadas, como se demuestra por la necesidad de la actividad 
PI3K en la regulación transcripcional de genes cruciales para la 
diferenciación (la represión de genes ID) [54] o la activación por parte 
del RA de la transcripción de genes implicados en supervivencia 
(receptores de factores neurotróficos como NTRK1, NTRK2 y RET) 
[111-114]. Además, la integración entre las respuestas genómicas y no 
transcripcionales del RA ha sido reflejada en estudios que demuestran 
que la actividad de PI3K/AKT puede regular la actividad 
transcripcional de RAR mediante la fosforilación de dicho receptor 
[115] y/o de algunos de sus activadores o represores [116]. Más 
recientemente se ha descrito que algunas de estas fosforilaciones 
tienen lugar a través de la activación de la vía p38MAPK/MSK1 
[117].  
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6. Mecanismos post-transcripcionales durante la diferenciación 
neuronal 
La integración de las acciones genómicas y no transcripcionales 
del RA conlleva una regulación de la expresión génica durante el 
proceso de diferenciación, que puede tener lugar a distintos niveles. Si 
bien se dispone de relativamente más información sobre el efecto de 
estas acciones del RA sobre la regulación transcripcional, poco se 
sabe del efecto que causan sobre la regulación post-transcripcional.  
Los mecanismos de regulación post-transcripcional permiten la 
diversificación y control espacio-temporal del proteoma durante la 
diferenciación y el establecimiento preciso de las conexiones 
neuronales. Desde el momento que el gen es transcrito, está sujeto a 
una extensa regulación estructural a través del splicing alternativo 
(AS), que permite expandir el repertorio de proteínas, generando en 
algunos casos cientos de isoformas funcionales a partir de un sólo 
locus génico. A continuación, el RNA es cargado en gránulos de 
transporte y el reconocimiento por parte de proteínas de unión a RNA 
(RBPs) y/o microRNAs permite restringir la síntesis proteica en 
regiones concretas de la célula y bajo condiciones específicas. 
Dadas las características morfológicas de las neuronas, donde en 
algunos casos la distancia entre el soma y las estructuras dendríticas 
terminales es del orden de metros, estos mecanismos permiten 
responder de forma rápida bajo estímulos locales al posicionar de 
forma selectiva el mRNA en los sitios donde se requiere la actuación 
de su producto traduccional [118]. 
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6.1 Splicing Alternativo 
El fenómeno de splicing fue descubierto a finales de la década 
de 1970 al demostrar que los genes  eucariotas contenían secuencias 
interruptoras o intrones, que no estaban presentes en el mRNA 
maduro. Estudios posteriores indicaron que estos intrones eran 
eliminados del mRNA precursor (pre-mRNA) por un complejo 
macromolecular conocido como espliceosoma, mientras que los 
exones, que contenían la secuencia codificante, eran ligados para 
formar el mRNA maduro (mRNA) [119]). 
En muchos casos el fenómeno de splicing puede generar un 
conjunto de isoformas de mRNA al variar la composición exónica 
procedente de un mismo pre-mRNA. Este fenómeno se le conoce 
como splicing alternativo (AS). En el caso de que estos distintos 
mRNAs se traduzcan a proteína, un sólo gen puede codificar para 
múltiples proteínas, lo que explicaría la discrepancia existente entre 
los 24.000 genes codificantes para proteína presentes en el genoma 
humano y las 100.000 proteínas diferentes cuya síntesis se ha 
postulado. En eucariotas, el AS no resulta ser una excepción. Una 
nueva tecnología de secuenciación masiva ha revelado que alrededor 
del 90% de los genes humanos sufren splicing alternativo, un 
porcentaje mucho mayor al inicialmente postulado [120]). 
El splicing es un mecanismo conservado controlado por el 
espliceosoma, una estructura dinámica y compleja formada por 5 
RNAs nucleares pequeños (snRNAs), U1, U2, U4, U5 y U6, y un gran 
número de proteínas que se ensamblan para formar pequeñas 
partículas ribonucleoproteicas (snRNPs) [120]. El ensamblaje del 
espliceosoma es iniciado a partir del reconocimiento de los sitios de 
splicing (ss) 5’ y 3’ por parte de la U1-snRNP y el heterodímero 
U2AF para formar el complejo E. El reclutamiento de U2-snRNP al 
punto de ramificación (branch-point,BP), de manera dependiente de 
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ATP, conduce a la formación del complejo A. El reclutamiento 
posterior de U4/U6·U5 tri-snRNP forma el complejo B, al que le sigue 
una serie de reordenamientos estructurales que llevan a la formación 
del complejo C espliceosomal, catalíticamente activo (figura 8) [121]. 
 
Figura 8. Splicing y el ensamblado del espliceosoma. Tomado de [121] . 
 
Aparte del espliceosoma y de las señales conservadas que 
permiten el reconocimiento del RNA por el espliceosoma, participan 
otras secuencias consenso (elementos reguladores cis) y proteínas 
auxiliares (factores trans) que facilitan y regulan el reconocimiento y 
la selección de los sitios de splicing por el espliceosoma, así como 
asisten al ensamblaje de un espliceosoma catalíticamente activo. Estos 
elementos reguladores cis, dependiendo de su posición y función, se 
dividen en cuatro categorías: ESEs y ISEs (exonic and intronic 
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splicing enhancers, respectivamente) y ESSs y ISSs (exonic and 
intronic splicing silencers, respectivamente). En cuanto a sus factores 
trans, los miembros de la família factores de splicing ricos en Ser y 
Arg (proteínas SR) se unen a las secuencias ESEs, mientras que los 
miembros de la familía de partículas ribonucleoproteicas heterogénia 
(hnRNPs) se une a las secuencias ESSs y ISSs. Las interacciones con 
las secuencias ISEs no han sido tan bien caracterizadas, aunque se ha 
descrito recientemente la unión de diversas proteínas 
(NOVA1,NOVA2, FOX1) [121]. 
Actualmente está bien documentado que el fenómeno de 
splicing ocurre al mismo tiempo que la transcripción, siendo éste un 
proceso co-transcripcional. De hecho se han propuesto dos modelos 
para explicar el papel de la RNAPII en la regulación del splicing 
alternativo. En el modelo de reclutamiento, la RNAPII y factores de 
transcripción interaccionan directamente o indirectamente con factores 
de splicing, pudiendo incrementar o reducir la eficiencia del splicing 
[121]. Este acoplamiento entre transcripción y splicing puede ser 
bidireccional como se demuestra en un trabajo reciente donde el factor 
de splicing SC35 promueve la elongación por parte de la RNAPII en 
un conjunto de genes [122]. Otro modelo no excluyente es el modelo 
cinético y defiende que cambios en la velocidad de elongación 
influirían en la inclusión de exones alternativos, dependiendo si la 
maquinaria de splicing es reclutada con suficiente tiempo para que 
tenga lugar el ensamblaje y actuación del espliceosoma [121]. 
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6.1.1 La familia de factores de splicing ricos en Ser y Arg 
(proteínas SR) 
Entre las principales proteínas reclutadas en el estadio inicial del 
ensamblaje espliceosomal se encuentran las proteínas SR,  una familia 
de factores nucleares con una función importante en el splicing 
constitutivo y alternativo de los pre-mRNAs de eucariotas. Estas 
proteínas están caracterizadas por una estructura modular conteniendo 
una o dos copias de un motivo de reconocimiento de RNA (RRM) en 
el N-terminal y un dominio rico en Ser/Arg (RS) en el C-terminal que 
favorece las interacciones con otras proteínas facilitando el 
reclutamiento del espliceosoma (figura 9). Las proteínas SR reciben el 
nombre de clásicas si siguen los criterios de simitud estructural, 
función dual en splicing constitutivo y alternativo, la presencia de un 
fosfoepítopo reconocido por el anticuerpo mAb104, y la purificación 
de estas proteínas utilizando cloruro magnésico. En cambio, algunas 
proteínas contienen un dominio RS, pero carecen  del motivo RRM, 
por lo que se les conoce con el nombre de factores tipo SR o 
relacionados con SR [119]. 
 
Figura 9. Diagrama esquemático de las proteínas SR o tipo SR. RRM: motivo de 
reconocimiento de RNA, RS: dominio rico en arginina/serina, Zn: motivo de dedos 
de Zn. Tomado de [119]. 
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Las proteínas SR clásicas actúan principalmente como 
activadores en el splicing constitutivo y alternativo al facilitar el 
reconocimiento de los sitios de splicing. Las proteínas SR se unen a 
las secuencias ESEs proporcionando una barrera que previene la 
salida del exón, asegurando de esta manera el correcto ordenamiento 
lineal 5’-3’ de los exones en el mRNA sometido a splicing. Se han 
propuesto dos modelos principales para explicar el mecanismo por el 
cual estas proteínas regulan la inclusión del exón. El modelo de 
reclutamiento se centra en la habilidad de las proteínas SR a unirse a 
las secuencias ESEs y reclutar y estabilizar las interacciones de U1-
snRNP con el ss 5’ y de U2AF con el ss 3’, en un proceso conocido 
por definición del exón (figura 10a). En cambio, en el modelo 
inhibidor, las proteínas SR unidas a secuencias ESEs podrían actuar 
antagonizando la actividad negativa de las proteínas hnRNPs que de 
forma normal bloquean la selección del 3’ ss por parte de U2AF al 
unirse a las secuencias ESSs (figura 10b). Las proteínas SR pueden 
formar también una red de interacciones proteína-proteína a lo largo 
de los intrones para yuxtaponer los 5’ y 3’ ss de forma temprana en el 
ensamblado espliceosomal (figura 10c). Además estos factores 
facilitan el reclutamiento U4/U6·U5 tri-snRNP a través de 
interacciones con el dominio SR de las proteínas SRrp65 y SRrp110 
[119].  
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Figura 10. Papel de las proteínas SR y hnRNP en la selección del sitio de 
splicing. A. Las proteínas SR unidas a los ESE favorecen la acción de las proteínas 
U2AF y U1-70K en sus correspondientes sitios de splicing. B. Las proteínas hnRNP 
son reclutadas a los ESS ejerciendo un efecto inhibitorio sobre el splicing, que puede 
ser superado por la presencia de proteínas SR. C. Las proteínas SR pueden facilitar 
el establecimiento de interacciones puente intrónicas a través de sus dominios SR 
con U1-70K y U2AF 35, yuxtaponeniendo los ss 5’ y 3’ Tomado de [119]. 
  
Una delicada interacción de secuencias cis y factores trans 
modulan el splicing de los exones de manera combinatoria. La família 
de proteínas SR clásicas antagoniza la actividad de las proteínas 
hnRNP A/B en la selección de los sitios de splicing. Por un lado, se ha 
visto que un exceso de hnRNP A1 favorece la selección del 5’ss 
distal, mientras que el aumento de la proteína SR SFRS1 (SF2/ASF) 
promueve el uso del 5’ss proximal. De esta manera, el ratio 
hnRNPA1/proteínas SR en el núcleo parece ser de gran importancia 
en la regulación del splicing y puede tener un papel crucial en el 
control del splicing específico de tejido y durante el desarrollo. 
Adicionalmente, ciertas proteínas SR individuales pueden tener 
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algunas veces efectos antagónicos en la selección de los sitios de 
splicing, como es el caso de SRp20 y SFRS1 en la regulación del AS 
del  pre-mRNA de SRp20, y de SFRS1 y SC35 en la regulación de los 
pre-mRNAs de la -tropomiosina y de la hormona de crecimiento 
humana. Otras proteínas SR no clásicas, como p54, SRp38 y SRp86, 
funcionan exclusivamente como reguladores negativos de AS, 
antagonizando la actividad de proteínas SR clásicas y promoviendo la 
salida del exón [119]. 
Las proteínas SR también juegan un papel relevante en 
funciones post-splicing, como son el transporte del mRNA, la 
degradación vía NMD (non-sense-mediated decay) y la traducción, 
debido a que algunas de ellas, como SF2/ASF, SRp20 y 9G8, pueden 
moverse entre el núcleo y el citoplasma. Por ejemplo, se demostró que 
SRp20 participa en la traducción de mRNAs virales con secuencias 
IRES y que 9G8 participa en la traducción de mRNAs no procesados 
y que contienen un elemento de transporte constitutivo [119]. 
Estos resultados sugieren que es necesaria una fina regulación 
de las proteínas SR para ejercer su papel en el citoplasma sin afectar a 
sus funciones nucleares. Dicha regulación se lleva a cabo en gran 
medida mediante ciclos de fosforilación-desfosforilación en serinas 
del dominio SR, que afectan a la localización subcelular y actividad de 
estas proteínas. Esta fosforilación es realizada por quinasas 
específicas, como SRPK (protein quinasas de SR) y la familia Clk/Sty, 
y otras relacionadas como PRP4K y la topoisomerasa I. Por otra parte, 
el splicing alternativo puede regularse a través de la activación de vías 
de transducción como respuesta a señales extracelulares. Entre las vías 
de señal implicadas se encuentran Ras/MEK/ERK, Rac/JNK/p38, 
PI3K/AKT y calmodulina/CaMK IV [123-125]. Un claro ejemplo lo 
constituye el  gen de la fibronectina (FN). Por un lado, una matriz 
extracelular rica en laminina produce la activación de JNK y la 
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desfosforilación de ERK, lo que causa una menor inclusión del exón 
EDA [126]. En cambio, la estimulación con factores de crecimiento 
activa a Ras y éste a su vez a PI3K/AKT, produciendo la fosforilación 
de las proteínas SR SF2/ASF y 9G8 que favorecen la inclusión de 
EDA (figura 11) [127]. 
 
 
Figura 11. Interacciones entre las distintas rutas de señal implicadas en el 
splicing del gen de fibronectina. Dependiendo del estímulo (factores de 
crecimiento o matriz rica en laminina), existen dos posibles respuestas que conducen 
a la inclusión o no, respectivamente, del fragmento EDA. El mecanismo implica la 
fosforilación de proteínas SR, que a su vez también participan favoreciendo la 
traducción. Tomado de [128]. 
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6.1.2 SFRS1 (SF2/ASF) en la regulación del splicing alternativo y 
la traducción 
La proteína SFRS1 (SF2/ASF) fue la primera proteína SR 
descrita como una actividad necesaria para completar el extracto S100 
deficiente en splicing de células HeLa. Fue purificada de células 
HEK-293 como un factor que podía alterar la selección del 5’ss de un 
pre-mRNA temprano  del virus SV40 [129]. 
Esta proteína forma parte del grupo de proteínas SR clásicas, 
actuando tanto en el splicing constitutivo como alternativo. La función 
que ejerce SFRS1 en el splicing depende de la secuencia a la que se 
une en el pre-mRNA, como se demuestra en el hecho de que también 
es capaz de inhibir el splicing del pre-mRNA del adenovirus IIIa 
cuando se une a elementos represores intrónicos. En cuanto a su 
estructura, el segundo motivo RRM de la proteína SFRS1 y 
particularmente el heptapéptido filogenéticamente conservado 
localizado en la primera hélice del mismo, es esencial en la 
selección de los sitios de splicing. Adicionalmente su dominio RS 
interacciona directamente en el BP para favorecer el ensamblamiento 
pre-espliceosomal [119].  
Entre las actividades post-splicing, SFRS1 activa la traducción. 
Por un lado, actúa de forma indirecta como factor de splicing 
controlando el AS de las quinasas MNK2 [MAPK (mitogen-activated 
proteína kinase)-interacting kinase 2] y S6K1 (S6 kinase 1) implicadas 
en la regulación de la traducción. Un aumento en la expresión de 
SFRS1 conduce a la producción de una isoforma oncogénica de S6K1 
y una isoforma MNK2, la cual está implicada en la fosforilación del 
factor de iniciación de la traducción eIF4E, obteniéndose como 
resultado un aumento de la traducción. Por otro lado, posee un efecto 
directo sobre la traducción al favorecer el reclutamiento de mTOR 
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(mammalian target of rapamycin) que fosforila al inhibidor 4E-BP1, 
liberando el factor eIF4E y promoviendo así la traducción [119].  
Aunque los niveles de SFRS1 varían a lo largo de los distintos 
tipos celulares, es necesaria para la fisiología normal de la célula y del 
organismo que tenga lugar una fina regulación de su expresión. Por 
ejemplo, la ausencia de su expresión en cardiomiocitos de ratón 
conduce a un defectivo remodelamiento postnatal del corazón, debido 
a un splicing incorrecto del gen CAMK2D. Por otro lado, la 
sobreexpresión moderada de SFRS1 (del orden de 2 veces) es 
suficiente para transformar fibroblastos inmortales de ratón, que 
rápidamente son capaces de formar sarcomas en el ratón. De hecho, 
SFRS1 muestra una expresión anormal en muchos tumores, pero se 
desconoce porqué está sobreexpresada en cáncer  y como se regula su 
expresión [130].  
La proteína SFRS1, al igual que otros miembros de la familia 
SR, se regula mediante ciclos de fosforilación-desfosforilación en 
serinas del dominio SR por parte de algunas quinasas, que afectan a su 
localización subcelular y actividad. Sin embargo, un estudio reciente 
aporta nuevos datos sobre la complejidad de la regulación de esta 
proteína, ya que la propia proteína puede autoregular su expresión 
para mantener los niveles homeostáticos, al producirse isoformas no 
productivas que son retenidas en el núcleo o están sujetas a NMD. 
Esta autorregulación no sólo ocurre a nivel de AS sino también a nivel 
traduccional, en la que la región 3’UTR es necesaria y suficiente para 
que tenga lugar la regulación negativa de la proteína [131]. 
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6.1.3 Splicing alternativo y diferenciación neuronal 
Se estima que cerca del 90% de los genes humanos sufren AS, 
por lo que no resulta sorprendente que este mecanismo post-
transcripcional juegue un papel importante en la regulación de la 
expresión génica durante la diferenciación neuronal. De hecho, 
algunos trabajos describen la importancia de algunos factores de 
splicing en este proceso. Por ejemplo, varias publicaciones 
demuestran que el factor de splicing PTB (polypyrimidine tract-
binding proteína) resulta ser una proteína clave en prevenir que células 
no neuronales adquieran un fenotipo neuronal [132]. Se trata de un 
factor de splicing que reprime el uso de exones específicos de 
neuronas para un gran número de pre-mRNAs. Estos estudios señalan 
que reducir la expresión de PTB es suficiente para desencadenar el AS 
específico de neuronas en células no neuronales. Tratando de 
responder a porqué y cómo el factor PTB es excluido de neuronas, 
Makeyev y colaboradores demostraron que un microRNA (mir-124) 
abundante en neuronas, consigue silenciar la expresión de PTB al 
poseer como diana directa la región 3’UTR del su mRNA, 
promoviendo de esta manera la diferenciación neuronal de células de 
ratón P19 [133]. 
En otro estudio, se analizaron los cambios en el transcriptoma 
asociados a la diferenciación de células madre embrionarias (hESCs) 
hacia un linaje neural. Los resultados revelaron una enorme 
complejidad durante este proceso, tanto en la transcripción génica 
como en la dinámica del splicing. Se identificaron algunos transcritos 
que no habían sido anotados previamente, así como isoformas de 
splicing específicas para cada estadio de la diferenciación. Además, la 
diversidad en isoformas de splicing resultó ser mayor en las células no 
diferenciadas y se vio reducida durante la diferenciación, un fenómeno 
que los autores llamaron especialización de isoformas [134].  
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Esta diversificación de isoformas obtenida por el AS resulta 
imprescindible en casi cualquier estadio del establecimiento de las 
conexiones neuronales, desde la orientación axonal hasta la sinapsis. 
Por ejemplo, se ha visto que el AS de dos moléculas de adhesión, 
neurexinas (NRXs) y neuroliginas (NLs), es importante para la 
inducción de pre- y post-sinapsis excitatorias e inhibidoras. Las NRXs 
son proteínas de adhesión expresadas pre-sinápticamente, pudiéndose 
producir ~1000 isoformas a partir de 2 promotores alternativos y 5 
sitios de splicing, mientras que sus compañeros post-sinápticos, NLs, 
también pueden sufrir AS. Ambos tipos de moléculas muestran una 
adhesión heterofílica selectiva y distintas capacidades para inducir 
sinapsis excitatorias e inhibitorias. Estudios de sobreexpresión en 
cultivos de neuronas del hipocampo han demostrado que las isoformas 
NL1B y NL1AB unen de forma específica la variante NRX4(-) para 
inducir la formación de una sinapsis glutamatérgica. Por otro lado, las 
isoformas NL1A y NL2A unen NRX14(-) y NRX14(+) para 
provocar una sinapsis GABAérgica. El estudio exhaustivo de todas 
interacciones específicas de isoforma proporcionaría más información 
sobre la selectividad dependiente de AS por otros tipos de sinapsis 
[118]. 
Existen pocos trabajos en los que se describen cambios de 
splicing durante la diferenciación inducida por RA. La mayoría de 
ellos describen la existencia de eventos de splicing puntuales para 
algunos genes en particular, sin obtener una visión global de los 
cambios producidos en el transcriptoma durante este proceso. A modo 
de ejemplo, en un estudio se describió que el tratamiento de células de 
neuroblastoma SH-SY5Y con RA conduce a una expresión diferencial 
de dos isoformas (I y II) para el gen NF1 (neurofibromatosis 1), lo que 
conlleva, a su vez, a una regulación de su actividad catalítica, 
importante en la diferenciación neuronal [135]. 
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En nuestro laboratorio, un trabajo reciente ha demostrado que el 
tratamiento con RA de las células SH-SY5Y posee un efecto rápido 
sobre la regulación del splicing mediante la fosforilación de ciertas 
proteínas implicadas en este proceso. Estos resultados han aportado 
nuevas evidencias sobre la regulación de la expresión génica a 
distintos niveles, entre ellos, el splicing, por parte del RA [136]. 
 
6.2 microRNAs: pequeños RNAs no codificantes 
Durante la última década, la secuenciación masiva de genomas 
de distintas especies ha propocionado grandes entendimientos, pero 
también ha planteado nuevos y inesperados interrogantes. 
Contrariamente a lo que un principio se esperaba, la complejidad de 
los organismos no se correlaciona con el número de genes, sino que 
generalmente se relaciona con la proporción del genoma no 
codificante  y por el hecho de que sólo el 2% de los genomas de 
mamíferos codifica para mRNAs, aunque la inmensa mayoría del 
genoma se transcribe, en gran parte, como pequeños o grandes RNAs 
no codificantes. Estas evidencias han desafiado el punto de vista 
tradicional, donde el RNA constituía un simple intermediario entre el 
DNA y la proteína, y además implican que la inmensa mayoría del 
genoma, durante mucho tiempo considerado no funcional, codifica 
para especies de RNA funcionales que dirigen el desarrollo de 
organismos complejos [137].  
El papel regulador de los RNAs en la biología de eucariotas se 
demostró a finales de la década de 1990, gracias al descubrimiento del 
fenómeno del RNA de interferencia (RNAi), en el cual el RNA de 
doble cadena (dsRNAs) cuando es introducido en C. elegans se corta 
por la ribounucleasa Dicer en RNA pequeños de aproximadamente 21 
nucleótidos. La hebra antisentido es ensamblada en un complejo de 
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múltiples componentes denominado RISC (RNA-induced silencing 
complex), que induce un silenciamiento génico al utilizar la hebra 
antisentido para reconocer de forma específica mRNAs que exhiben 
una secuencia complementaria y promover su degradación [138]. 
Aunque originalmente se pensaba que este fenómeno se restringía 
únicamente a dsRNAs exógenos, pronto se vio que las plantas y los 
animales producían de manera endógena una variedad de pequeños 
RNAs no codificantes como pequeños RNAs de interferencia 
endógenos (endo-siRNAs), microRNAs (miRNAs), RNAs que 
interaccionan con PIWI (piRNAs), pequeños RNAs nucleolares 
(snoRNAs) y otros RNAs no codificantes localizados de forma 
adyacente a los sitios de inicio de la transcripción (pequeños RNAs 
asociados a un promotor (PASRs) y los RNAs de inicio de la 
transcripción (tiRNAs)). Sin embargo, si bien la gran mayoría del 
genoma de mamíferos se transcribe, al menos el 80% de esta 
transcripción está asociada con RNAs no codificantes más largos 
(lncRNAs) (tabla 1) [137].  
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Tabla 1. Clases de RNAs no codificantes en mamíferos. Adaptado de [137].  
Tipo de RNA no 
codificante 
Características 
RNAs                     
no codificantes 
largos 
(lncRNAs) 
Es la clase más abundante; engloban todas las especies de RNA no 
codificante mayores que aproximadamente 200 nt, incluyendo 
RNAs no codificantes semejantes a mRNAs. Sus funciones incluyen 
regulación epigenética, actuar como puntos de amarre específicos de 
secuencia para complejos proteicos y especificar compartimientos 
subcelulares o localización.  
Pequeños RNAs 
de interferencia 
endógenos             
(endo-siRNAs) 
Pequeños RNAs de aproximadamente 21-22 nt, producidos por el 
corte de Dicer a los RNAs de doble cadena. Los siRNAs forman 
complejos con las proteínas Argonaute y están implicados en 
regulación génica, control de transposones y defensa viral. 
microRNAs 
(miRNAs) 
Pequeños RNAs de aproximadamente 22 nt, producido por el corte 
de Dicer a horquillas de RNA imperfectas codificadas en transcritos 
largos o intrones cortos. Se asocian con proteínas Argonaute y están 
principalmente implicados en regulación post-transcripcional.   
Pequeños RNAs 
nucleolares 
(snoRNAs) 
Tradicionalmente se les considera guías de la metilación de rRNA y 
de la pseudouridilación. Sin embargo, hay nuevas evidencias que los 
implican en regulación génica. 
RNAs que 
interaccionan 
con PIWI 
(piRNAs) 
Pequeños RNAs independientes de Dicer de aproximadamente 26-
30 nt, principalmente restringidos a la línea germinal y las células 
somáticas situadas alrededor de la misma. Los piRNAs se asocian 
con proteínas de la subfamilia de Argonaute, PIWI y regulan la 
actividad de transposones y el estado de la cromatina. 
Pequeños RNAs 
asociados a un 
promotor 
(PASRs) 
Un término general que engloba una clase de RNAs pequeños y 
largos, incluyendo pequeños RNAs asociados a un promotor 
(PASRs) y RNAs de inicio de la transcripción (tiRNAs) que se 
superponen con promotores y sitios de inicio de la transcripción 
(TSSs). Estos transcritos podrían regular expresión génica. 
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De entre todas las especies de RNA descubiertas hasta la fecha, 
las más investigadas durante los últimos años han sido los miRNAs, 
endo-siRNAs y los piRNAs, especies que dirigen las proteinas 
Argonaute efectoras hacia un loci genómico o RNA diana de manera 
específica de secuencia. En humanos, hay al menos 700 miRNAs, 
cientos de endo-siRNAs y millones de secuencias de piRNAs, lo que 
sugiere que los RNAs pequeños son una parte sustancial del conjunto 
de RNA de las células y constituyen un sistema regulatorio basal 
diverso y extenso [137]. 
 
6.2.1 Naturaleza, descubrimiento y biogénesis de los microRNAs 
Un microRNA/miRNA es un RNA monocatenario de una 
longitud de entre 21 y 25 nucleótidos con la capacidad de regular la 
expresión génica mediante diversos mecanismos. El primer miRNA 
fue identificado en 1993 por Lee y colaboradores en C.elegans en el 
laboratorio de Victor Ambros [139], aunque el término microRNA 
para designar estos RNA pequeños surgió en 2001 debido a un 
conjunto de tres artículos publicados en Science el 26 Octubre de ese 
mismo año [140-142]. A este pequeño RNA conocido con el nombre 
de lin-4, se le atribuyó una función importante en el desarrollo y que 
en principio se pensaba era específica del gusano C.elegans. A nivel 
molecular lin-4 producía un bloqueo de la traducción de lin-14, siendo 
esta represión esencial para la correcta ejecución en el tiempo de 
distintos eventos del desarrollo larvario del nematodo.  Sin embargo, 
años más tarde, la identificación de otro miRNA, let-7,  también 
implicado en el desarrollo de C. elegans y filogenéticamente 
conservado [143-144], incrementó el interés por parte de varios 
investigadores en tratar de buscar otros pequeños RNA similares. 
Desde entonces, cientos de miRNAs se han encontrado en animales, 
plantas y eucariotas unicelulares, y cada vez resulta más claro que los 
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miRNAs tienen un impacto importante en el modelado de los 
transcriptomas y proteomas de los organismos eucariotas [145]. 
La mayoría de los miRNAs de mamíferos son transcritos por la 
RNA polimerasa II, que genera un transcrito precursor de miRNA 
(pri-miRNA) con una o más estructuras en horquilla, cada una 
compuesta por un tallo y un loop terminal. A estos pri-miRNAs se les 
añade la caperuza en 5’, sufren procesos de splicing, que a menudo 
dan lugar a más de un miRNA. A continuación, dos reacciones 
consecutivas de procesamiento, una en el núcleo y otra en el 
citoplasma, generan el miRNA maduro a partir del pri-miRNA. En el 
núcleo, el pri-miRNA es recortado por el complejo Microprocesador 
para obtener un precursor de aproximadamente 70 nucleótidos con 
estructura de horquilla (pre-miRNA). Este complejo posee dos 
componentes principales, Drosha, una enzima RNasa tipo III, y 
DGCR8/Pasha, una proteína con un dominio de unión a RNA 
bicatenario (dsRBD). Además incluye una variedad de cofactores 
como helicasas de RNA y ribonucleoproteinas nucleares 
heterogénicas (hnRNPs), que podrían promover la fidelidad, 
especificidad y actividad RNasa de la enzima Drosha.  DGCR8/Pasha 
funciona, al menos en parte, uniéndose en los puntos donde confluyen 
las regiones de simple y doble cadena del tallo del pri-miRNA y dirige 
a Drosha para que produzca el corte a una distancia de ~11bp respecto 
dichos puntos. Este corte genera un producto con 2 nucleótidos que 
sobresalen en 3’ que es característico en los procesamientos mediados 
por RNasas tipo III. Este extremo sobresaliente es reconocido por la 
Exportina 5, que transporta el pre-miRNA al citoplasma por un 
mecanismo dependiente de Ran-GTP. En el citoplasma, el pre-miRNA 
es de nuevo cortado por otra enzima RNasa tipo III, Dicer, en 
colaboración con las proteínas TRBP/PACT, obteniéndose un 
microRNA de doble cadena de aproximadamente 22-bp de largo. A 
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continuación las dos cadenas del miRNA son separadas y una cadena 
es seleccionada para funcionar como miRNA maduro mientras que la 
otra cadena es generalmente degradada (figura 12) [146]. 
 
Figura 12. Rutas canónicas y  no canónicas en la biogénesis de microRNAs en 
animales. Tomado de [147]. 
 
Las características inherentes del dúplex ayudan a determinar 
qué cadena se incorpora en el complejo RISC. Un parámetro 
importante es la asimetría termodinámica del dúplex de miRNA. 
Típicamente, la cadena de miRNA cuyo extremo 5’ presenta un 
apareamiento de bases menos estable será frecuentemente elegido 
como guía, mientras que la cadena cuyo extremo 5’ presenta un 
apareamiento de bases más estable, recibe el nombre de cadena 
pasajera o miRNA* y se la excluye del complejo miRISC, y se piensa 
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que generalmente termina degradándose. La cadena seleccionada es 
ensamblada en el complejo de ribonucleoproteina llamado micro-RNP 
(miRNPs) o complejo de silenciamiento inducido por miRNAs 
(miRISCs). Los componentes clave de estos miRNPs son las proteínas 
de la familia Argonaute (AGOs) y de la familia de proteínas de 182 
kDa con repeticiones glicina-triptófano (GW182s). Aparte de estos 
componentes, miRNPs pueden contener más proteínas que funcionan 
como factores reguladores o efectores que median la función 
inhibidora de las miRNPs. Estos complejos regulan la expresión 
génica uniéndose por complementariedad parcial o completa de la 
secuencia del miRNA ensamblado con elementos presentes en las 
regiones 3’ no traducidas (3’UTR) de sus mRNAs diana y 
consequentemente bloquean la traducción y/o promueven la 
degradación del mRNA [146].  
La mayoría de los miRNAs de animales aparean de forma 
imperfecta con sus mRNAs diana. Una característica clave en este 
reconocimiento implica el apareamiento de bases Watson-Crick de los 
nucleótidos 2-8 del miRNA, lo que representa la secuencia núcleo de 
la interacción (seed region). En cambio, la complementariedad del 
extremo 3’ del miRNA suele ser bastante relajada aunque estabiliza la 
interacción, especialmente cuando la unión de la secuencia núcleo no 
es óptima. Generalmente, los dúplex miRNA-mRNA contienen 
emparejamientos imperfectos en la región central (posiciones 10-12 
del miRNA) que previenen el corte endonucleótico del mRNA por un 
mecanismo de RNAi. Además, habitualmente, se requiere para una 
represión efectiva la presencia de múltiplos sitios de unión en los 
mRNAs diana, bien para el mismo miRNA o para miRNAs diferentes, 
y cuando se encuentran próximos tienden a actuar de manera 
cooperativa [146]. 
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Mientras la mayoría de los miRNAs se generan por la vía 
descrita anteriormente, algunos siguen vías alternativas. Por ejemplo 
los “Mirtrons” son estructuras en horquilla similares a los pre-
miRNAs que se obtienen por splicing y desramificación de pequeños 
intrones en forma de horquilla. Por otro lado, algunos snoRNAs (small 
nucleolar RNAs), tRNAs (transfer RNAs), y shRNAs (short hairpin 
RNAs) son procesados dando lugar a moléculas de miRNAs 
independientemente del complejo Microprocesador. Además las 
horquillas terminales de los precursores largos de los endo-siRNAs 
(endogenous small interfering RNAs) constituyen otra fuente de 
miRNAs que elude el procesamiento por parte de Drosha (figura 12) 
[147].  
 
6.2.2 Mecanismos de acción de los microRNAs 
Los miRNAs inhiben la síntesis de proteínas por represión de la 
traducción o promoviendo la degradación de los mRNAs dianas. Sin 
embargo, algunos trabajos recientes señalan que algunos microRNAs 
son capaces de activar la traducción de mRNAs en situaciones 
específicas.  
Aunque se desconocen con detalle los mecanismos moleculares 
por los cuales los microRNAs actúan, distintos estudios han aportado 
información sobre las etapas de la traducción en las que se produce la 
inhibición.  
El inicio de la traducción comienza con el reconocimiento de la 
caperuza o cap (7-metil-guanosina) en posición 5’ por parte de la 
subunidad eIF4E del complejo eIF4F, que contiene además las 
subunidades eIF4A y eIF4G. La interacción de eIF4G con otro factor 
de iniciación, eIF3, recluta la subunidad ribosomal 40S al extremo 5’. 
El complejo preiniciación 40S se une a la subunidad ribosomal 60S en 
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el codón AUG para empezar la elongación. La subunidad eIF4G 
además interacciona con la proteína de unión a la cola poly(A) PABP1 
posicionada en el extremo 3’ del mRNA. La  capacidad de eIF4G para 
interaccionar simultáneamente con eIF4E y PABP1 permite 
circularizar la molécula de mRNA y incrementar la eficiencia de la 
traducción, al estabilizar la interacción del componente eIF4E con la 
caperuza [148]. Adicionalmente existe un mecanismo alternativo de 
inicio de la traducción, independiente de cap, descubierto por primera 
vez para algunos mRNAs virales, que consiguen iniciar la traducción 
sin factores de iniciación o con un subconjunto de los mismos, gracias 
a la presencia de estructuras llamadas sitios internos de entrada 
ribosomal (IRES), eludiendo el requerimiento de la caperuza [149-
150]. 
Los estudios realizados hasta el momento no esclarecen si la 
represión por parte de los miRNAs ocurre durante la etapa del inicio 
de la traducción o bien en etapas posteriores, puesto que existen 
evidencias en ambos sentidos. Estos trabajos se han basado en el 
estudio de la existencia o no de represión traduccional mediada por 
miRNAs en mRNAs que contienen secuencias IRES y que eluden la 
etapa de iniciación dependiente de la caperuza, así como en la 
localización de los mRNAs reprimidos por miRNAs en 
centrifugaciones de gradientes de densidad [151]. 
Por una parte, algunos estudios describen que los microRNAs 
formando parte de los complejos miRISCs pueden bloquear la etapa 
de inicio de la traducción interfiriendo en el reconocimiento de la 
caperuza por el complejo eIF4F. También se ha visto que pueden 
interferir en el reclutamiento de la subunidad pequeña ribosomal 40S 
o impidiendo que la subunidad ribosomal 60S se una a la 40S en la 
formación del complejo ribosomal, al reclutar al factor eIF6 través de 
la proteína Ago2, un  factor implicado en la biogénesis y maduración 
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de la subunidad ribosomal 60S y en la prevención de una asociación 
prematura con la subunidad 40S. Además algunos trabajos señalan la 
posibilidad de que el componente GW182 del complejo miRISC 
interaccione con la proteína de unión a la cola poly(A) (PABP), 
evitando la circularización del mRNA, posiblemente al competir en la 
interacción del componente eIF4G del complejo eIF4F con la proteína 
PABP1 (figura 13a). Por otra parte, algunos estudios señalan que los 
complejos miRISCs podrían inhibir la traducción en distintas etapas 
posteriores al inicio, como inhibiendo la etapa de elongación, 
induciendo el desprendimiento de los ribosomas y/o facilitando la 
proteolisis de los polipéptidos nacientes, aunque no existen evidencias 
mecanísticas de estos modelos propuestos (figura 13b) [151]. 
 
Figura 13. Diagrama esquemático de la represión traduccional mediada por 
miRNA. (a) Bloqueo de la iniciación. (b) Bloqueo post-iniciación.Tomado de [151].  
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Aparte de bloquear la traducción, los complejos miRISCs 
pueden promover la deadenilación y posterior degradación de los 
mRNA diana. Los componentes GW182 pueden reclutar el complejo 
deadenilasa CCR4-NOT1 y por otro lado interaccionar con PABP 
para yuxtaponer el complejo deadenilasa con la cola poly(A) y 
facilitar así el inicio de la reacción de deadenilación. Después de la 
deadenilación, la caperuza en el extremo 5’ puede ser eliminada por el 
complejo DCP1-DCP2, y el cuerpo del RNA es degradado por la 
exonucleasa 5’-3’ Xrn1 (figura 14) [151]. 
 
Figura 14. Diagrama esquemático de la degradación de mRNA mediada por 
miRNA. Tomado de [151] 
 
Estudios recientes señalan que los miRNAs pueden adoptar 
también un papel como reguladores positivos de la traducción bajo 
situaciones específicas. Por ejemplo, Vasudevan y colaboradores 
encontraron que ciertos miRNAs reprimen la traducción en células en 
proliferación mientras que la incrementan en células quiescentes en 
G0/G1, aunque este mecanismo de activación muy probablemente no 
se cumpla de manera general para todas las células no proliferativas 
[152-153]. Además, existen algunos ejemplos en los que los miRNAs 
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actúan como reguladores positivos de la traducción, esta vez a través 
de su  interacción en 5’UTR con los mRNAs diana. Tal es el caso de 
miR-10a, que interacciona con la región 5’UTR de muchos mRNAs 
codificantes para proteínas ribosomales en respuesta a estrés o falta de 
nutrientes [154].   
Por otro lado, es importante saber como se organiza en la célula 
este sistema de regulación y conocer si los complejos miRISC llegan a 
anclarse a ciertos compartimientos subcelulares. Entre los 
compartimientos subcelulares existen los llamados cuerpos P o 
cuerpos GW, estructuras citoplasmáticas que podrían estar implicadas 
en el almacenamiento o degradación de los mRNAs reprimidos a nivel 
traduccional. Los componentes de los complejos miRISCs, al igual 
que los mRNAs reprimidos, están enriquecidos en cuerpos P. Estos 
cuerpos P per se no son esenciales para la represión por parte de 
miRNAs, dado que la reducción de ciertas proteínas de los cuerpos P 
conlleva a una dispersión de los mismos sin afectar a las actividades 
de los miRNAs. Sin embargo, en su formación se requiere una ruta de 
miRNAs intacta, lo que implica que el silenciamiento se inicia en el 
citoplasma y la localización en los cuerpos  P de los miRISCs, junto 
los mRNA reprimidos, podría ser una consecuencia de dicho 
silenciamiento. Asimismo, recientemente, algunas organelas celulares 
como los endosomas y los cuerpos multivesiculares (MVBs) que 
constituyen compartimientos endosomales tardíos especializados, 
parecen contribuir también en la función de los miRNAs en el 
recambio de miRISC y en una posible comunicación intercelular 
mediada por miRNAs [151]. 
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6.2.3 MicroRNAs, desarrollo y diferenciación neuronal 
Se calcula que los miRNAs controlan la actividad de más del 
60% de todos los genes codificantes, por lo que no resulta extraño que 
participen en la regulación de casi todos los procesos celulares 
investigados hasta el momento [155]. 
En mamíferos aproximadamente el 70% de los miRNAs 
conocidos se expresan en el cerebro, lo que sugiere un papel 
importante por parte de los mismos durante el desarrollo del sistema 
nervioso central y la diferenciación neural. Las primeras evidencias al 
respecto las aportaron distintos trabajos basados en los componentes 
clave de la ruta de los miRNAs. La generación de un ratón knockout 
para la proteína Dicer produjo una temprana letalidad [156], por lo 
que ha requerido la generación de ratones knockout específicos de 
tejido, donde se ha comprobado que la falta de la proteína durante el 
desarrollo del sistema nervioso resulta en malformaciones en el 
mesencéfalo y el cerebelo, al igual que una diferenciación 
dopaminérgica y de la cresta neural impedida [157]. También, una 
mutación de la proteína Ago2, que produce el cese de la actividad de 
los complejos miRISCs, previene el cierre del tubo neural en ratones 
[158]. Estos resultados corroboran la importancia de estos pequeños 
elementos reguladores durante el desarrollo del CNS. 
Además, la expresión específica de ciertos miRNAs en el 
cerebro sugiere su participación en la regulación a distintos niveles de 
las etapas del desarrollo del mismo y en la especificación del destino 
neuronal. Entre los miRNAs con expresión específica de cerebro se 
encuentran miR-9, -124a, -124b y -135. Otros aunque no presentan 
una expresión específica, si que está especialmente enriquecida en 
cerebro como es el caso de let-7, miR-9*, -125a, -125b, -128 y -132. 
Dentro del cerebro muchos de estos miRNAs presentan una expresión 
preferencial o exclusiva para un tipo neural concreto y/o su expresión 
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puede estar condicionada al estadio del desarrollo.  Un ejemplo bien 
estudiado lo constiuye miR-124. miR-124 está altamente conservado 
en vertebrados e invertebrados y es el miRNA más abundante en 
sistema nervioso central (CNS) tanto de embriones como de adulto. 
Su patrón temporal de expresión sugiere su implicación durante la 
neurogénesis embrionaria temprana a partir de la células madre 
neurales (NSCs), para asegurar que la diferenciación ocurre en el 
momento adecuado y  que proporciona el número de neuronas 
adecuado.  De hecho, la expresión ectópica de miR-124 en células no 
neuronales incrementa la expresión de genes neuronales e inhibe la 
expresión de genes no neuronales. En la neurogénesis embrionaria 
temprana, al igual que se ha visto para otros procesos, algunos 
miRNAs y factores de transcripción son capaces de interaccionar, 
estableciendo una comunicación entre ambos mecanismos de 
regulación transcripcional y postranscripcional. El factor de 
transcripción REST (RE1-silencing transcription factor, NRSF) 
suprime la expresión de genes neuronales en células no neuronales al 
unirse a elementos represores conservados (RE1) localizados en la 
regiones promotoras de estos genes. REST recluta a otro factor anti-
neural, la fosfatasa SCP1, además de un complejo co-represor que 
contiene desacetilasas de histonas y la proteína de unión a metil-
CpGs, MECP2, que interpreta la metilación del DNA como una señal 
para suprimir la expresión génica. La reducción de los niveles de 
REST durante la transición de células progenitoras a neuronas post-
mitóticas permite la expresión de genes neuronales. Entre los genes 
regulados por la ruta anti-neural REST-SCP1 se encuentra tres loci 
genómicos de miR-124 que poseen sitios RE1 en sus regiones 
promotoras. La unión de REST a estos sitios reprime la expresión de 
miR-124 a través del reclutamiento de dos complejos co-represores, 
SIN3 y COREST. Por otro lado, se ha visto que la región 3’UTR del 
mRNA de SCP1 constituye una diana directa de miR-124, mientras 
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que predicciones bioinformáticas indican la posible presencia de sitios 
diana para miR-124 en las regionas 3’UTR de los mRNAs de MECP2, 
COREST y REST. Estos resultados parecen mostrar la existencia de 
un bucle de retroalimentación negativo entre la ruta REST-SCP1 y 
miR-124 que participa en la transición rápida entre progenitores 
neurales y neuronas post-mitóticas durante la neurogénesis 
embrionaria. Además, los miRNAs específicos (miR-9 y miR-132) 
también podrían participar en este bucle, al poseer como dianas el 
factor REST y la proteína MECP2 respectivamente, y su expresión 
estar regulada por el factor de transcripción REST [159].  
 Otro miRNA conservado y muy estudiado es miR-9, que 
controla la neurogénesis durante el desarrollo embrionario del cerebro 
de pez zebra, concretamente, en el límite del mesencéfalo y el 
cerebelo (MHB), al reprimir los genes anti-neurogénicos her5 y her9.  
miR-9 también controla la formación del límite MHB al reprimir los 
componentes de la ruta de señalización del factor de crecimiento de 
fibroblastos 8 (Fgf8), el receptor 1 de Fgf1 y canopy 1, y promover la 
neurogénesis al tener como dianas diferentes mRNAs que actúan de 
forma convergente para delimitar dicho límite MHB. Este ejemplo 
ilustra el hecho de que algunos microRNAs son capaces de regular 
varios componentes de una ruta de señalización, regulando así 
finamente el resultado producido por esta ruta [159].   
También es posible una interacción entre los mecanismos 
epigenéticos y los miRNAs durante el desarrollo del cerebro y su 
función, como demuestran algunos trabajos recientes. Por ejemplo, 
miR-132 se ha demostrado que regula la expresión de MECP2 en 
neuronas y que miR-184, cuya expresión está regulada por MECP2, se 
incrementa después de una depolarización [159].  
Por otro lado, otros estudios han identificado un conjunto de 
miRNAs que podrían ayudar a establecer la especificación de la glia. 
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Se ha visto que miR-9 y -124a pueden ejercer esta función al regular 
los niveles del transductor de señal y activador de la transcipción 3 
(STAT3). La fosforilación de STAT3 puede inhibir la diferenciación 
de células progenitoras neuronales a neuronas y promover la 
diferenciación hacia glia. El bloqueo de la expresión de miR-9 y -124a 
incrementa los niveles de fosforilación de STAT3, mientras que la 
sobreexpresión de estos miRs reduce la expresión de esta proteína. 
Otros miRNAs tal vez implicados en esta especificación podría ser 
miR-23, -26 y -29, cuyas expresiones están restringidas a astrocitos 
[159-160]. 
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7. Transcriptómica: la tecnología de los chips de ADN 
 
7.1 Antecedentes históricos 
Al igual que ocurre para otras tecnologías, especialmente 
aquellas que se originaron en parte a partir de técnicas preexistentes, 
resulta complejo establecer un origen exacto y no controvertido de la 
tecnología de los  chips (o microarrays). Varios grupos dicen haber 
participado en su desarrollo, de forma que sus orígenes se pueden 
entrever xaminando varias publicaciones así como la solicitud de 
patentes. 
Los primeros instrumentos prototipo utilizados para la 
fabricación de los microarrays surgieron en los 80, cuando el grupo de 
Stephen Fodor del Instituto de investigación Affymax y futuro 
presidente de Affymetrix, propuso una nueva técnica que combinaba 
elementos de la industria de semiconductores con la química 
combinatoria [161]. En este artículo los autores indicaron que esta 
nueva técnica podría resultar útil en el descubrimiento de 
interacciones moleculares, si bien no presentaron resultados sobre un 
experimento biológico. Sin embargo, otros observadores discutieron el 
hecho de que se tratase de una nueva técnica ya que más bien parecía 
tratarse de una miniaturización de dos técnicas preexistentes. Cuatro 
años más tarde los miembros de Affymetrix presentaron su tecnología 
conocida como “GeneChip” como una herramienta ya estandarizada 
[162]. La aproximación tecnológica propuesta por Affymetrix 
implicaba el uso de arrays confeccionados mediante métodos 
fotolitográficos capaces de sintetizar in situ cientos de miles de 
oligonucleótidos sobre una superficie pequeña de cristal, y el empleo 
de una instrumentación y software necesarios para la hibridación de la 
muestra, la detección de la señal de fluorescencia y el análisis 
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posterior de la imagen. La utilización inicial de esta tecnología fue la 
resecuenciación para determinar cambios en la secuencia de ADN.   
Sin embargo, Affymetrix no fue el único partícipe en el sector 
tecnológico de los microarrays. En esos años confluía además una 
aproximación tecnológica menos industrial. A principios de la década 
de 1990 el equipo del Prof. Dr. Patrick O. Brown de la Universidad de 
Standford desarrolló una técnica menos sofisticada pero más accesible 
que empleaba un robot para la impresión de puntos de cDNA, 
previamente sintetizados, sobre una superficie de cristal [163]. Un 
mes después de surgir el artículo en el que Affymetrix presentaba la 
tecnología “GeneChip”, el grupo de la Universidad de Standford 
publicó en Science un artículo ampliamente citado en la actualidad, y 
al que frecuentemente se le reconoce por ser el primer artículo 
publicado en el que se describe resultados biológicos reales basados 
en un análisis de la expresión de varios genes en paralelo usando la 
tecnología de microarrays [164]. El estudio titulado “Quantitative 
Monitoring of Gene Expression Patterns with a Complementary DNA 
Microarray”, utilizó la aproximación de impresión de puntos para 
impresionar 45 cDNAs distintos con el objetivo de comparar la 
expresión de 45 genes entre la hoja y las raíces de Arabidopsis 
thaliana. En este estudio la hibridación de ambas muestras marcadas 
con fluoróforos distintos se hizo de manera simultánea sobre el mismo 
array. Por este motivo a estos microarrays se les conoce con el nombre 
de microarrays de dos colores o doble canal, mientras que a los 
microarrays desarrollados por Affymetrix son de un color o simple 
canal. Además, los autores incluyeron en el trabajo una cita 
prometedora en la que se mencionaba la posible aplicación de los 
microarrays  en el diagnóstico clínico y en la medicina personalizada. 
Desde esta publicación, el número de publicaciones que 
incluyen la tecnología de microarrays se ha disparado notablemente, 
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existiendo actualmente más de 45.000 artículos en la literatura 
científica y docenas de libros relacionados con esta temática. Si bien 
en sus orígenes las herramientas disponibles rara vez permitían 
estudiar la expresión de unos pocos genes a la vez, hoy en día es 
posible analizar en una sola muestra la expresión de miles de genes de 
forma simultánea, gracias a la capacidad de miniaturización de los 
robots junto con el desarrollo de la tecnología de imagen.  
 
7.2 Principio de los chips de DNA 
Se basan en el principio de complementariedad de las cadenas 
de ácidos nucleicos descrita por Watson y Crick en 1953. La muestra 
problema es procesada siguiendo diferentes protocolos en función del 
chip empleado, si bien estos protocolos presentan una transcripción 
reversa y la adición de fluoróforos como pasos en común. El resultado 
son moléculas diana (targets)  marcadas con fluorescencia que se 
expone sobre un soporte sólido (cristal, plástico, sílice,...), al que se le 
han sintetizado o fijado cadenas cortas de DNA conocidas como 
sondas (probes) que representan los genes. El nivel de hibridación 
entre la sonda específica y la molécula diana lo indica la 
fluorescencia, que se mide por análisis de imagen y que se 
corresponde con el nivel de expresión del gen representado por la 
sonda en la muestra problema. 
 
7.3 Usos y tipos de chips de DNA 
Los chips de DNA permiten detectar tanto moléculas de DNA 
(hibridación genómica comparativa) como moléculas de RNA (más 
comúnmente en forma de cDNA tras un paso de transcripción reversa) 
que pueden ser o no traducidas a proteína. Entre las aplicaciones más 
relevantes se encuentran por ejemplo el estudio de genes expresados 
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diferencialmente entre varias condiciones (sanos/enfermos, 
mutantes/salvajes, tratados/no tratados), la detección de mutaciones y 
polimorfismos de un único gen (SNP), etc. 
El proceso de medir la expresión génica a través de la síntesis de 
cDNA se conoce como análisis de la expresión génica, y a los chips de 
expresión empleados para esta utilidad se conocen como chips de 
expresión. Estos chips han permitido el desarrollo de la 
transcriptómica, que puede ser definida como el estudio del conjunto 
de mRNAs que hay en un tejido determinado en un momento 
determinado (el transcriptoma).  
Según la tecnología empleada en la fabricación de los chips 
existen dos tipos de chips de expresión: los chips de cDNA basados en 
la impresión sobre la superficie del array de sondas previamente 
sintetizadas  y los chips de oligonucleótidos basados en la síntesis de 
decenas de miles de oligonucleótidos cortos in situ  usando técnicas de 
fotolitografía. Las principales ventajas que aportan los chips de 
oligonucleótidos frente los chips de cDNA son su mayor especificidad 
y reproducibilidad. Esto se ha conseguido gracias a un estudio previo 
bioinformático que pretende eliminar secuencias repetitivas. Además 
de una menor manipulación manual, la fotolitografía ha permitido que 
cada gen pueda estar representado por un mayor número de sondas, 
asegurando así una mayor especificidad y reproducibilidad de los 
resultados. Pese a todo esto, estos chips requieren un equipamiento 
más especializado y su coste es mayor.  
Los chips de Affymetrix son los más populares dentro de los 
chips de oligonucleótidos por su fiabilidad, rapidez y versatilidad, y 
son conocidos como GeneChipsTM. Affymetrix ha desarrollado chips 
que permiten el análisis cuantitativo y cualitativo de los niveles de 
expresión génica de los organismos biológicos más relevantes, tanto 
animales como vegetales.  
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En un chip de oligonucleótidos cada gen está representado por 
un grupo de sondas (probe set). Cada grupo consta de múltiples pares 
de celdas (probe cell)  que contienen cada una millones de copias de 
un oligonucleótido de 25 bp. Cada uno de estos pares (probe pair) se 
corresponde con un par de sondas Perfect Match (PM)/ Mismatch 
(MM) distinto, donde las sondas PM poseen una secuencia que 
coincide exactamente con una parte del gen, mientras que las sondas 
MM presenta una diferencia en el nucleótido central. Las señales que 
se obtienen en cada uno de los pares de sondas de un gen nos aportan 
información cualitativa acerca de la presencia o ausencia de dicho 
gen. Así se consideran genes presentes aquellos que poseen la mayoría 
de los valores PM superiores que sus respectivos valores MM. En 
cambio se consideran ausentes aquellos genes con pocos valores PM o 
ninguno superiores que sus respectivos valores MM. Además estas 
señales nos proporcionan un valor numérico directamente 
proporcional a la expresión del gen. Este valor  se obtiene del 
promedio de las diferencias PM-MM de las sondas que lo representan. 
Las sondas PM están diseñadas para unir secuencias del 
transcrito localizadas en las últimas 600 bases de la posición 3’, dado 
que en la preparación de las muestras el cebador empleado en la 
transcripción reversa aparea con la cola Poly-A dispuesta en el 
extremo 3’ de cada mRNA. Por ello, a estos chips de oligonucleótidos 
se les conoce con el nombre de chips 3’IVT (3’ In Vitro 
Transcription). Sin embargo, esta metodología plantea algunos 
inconvenientes. Por una parte, el extremo 3’ puede verse 
potencialmente sobrerrepresentado en el cóctel de hibridación final, 
dado que todas reacciones de transcripción reversa no se producen en 
la misma extensión, un hecho que se potenciaría por la existencia de 
degradación. Por otra parte, la localización de las sondas en esta 
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posición 3’ impide que se detecten cambios corriente arriba del 
transcrito. 
Estos inconvenientes se han solucionado gracias a la salida en el 
mercado de una nueva generación de chips de Affymetrix. Esta nueva 
generación de chips contiene una mayor densidad de sondas y permite 
analizar la expresión a nivel de exón (exon arrays). Los “exon arrays” 
poseen “probe sets” que unen secuencias localizadas a lo largo de toda 
la longitud del transcrito y requieren una estrategia distinta en la 
transcripción reversa, en la que se utilizan “Random primers” para 
permitir que esta reacción se inicie en distintas posiciones a lo largo 
del transcrito. Además, en el diseño de estos chips se han eliminado 
las sondas MM, y los valores correctivos obtenidos a través de la señal 
de estas sondas se obtienen en estos chips a partir de sondas con 
secuencia aleatoria dispuestas a lo largo de todo el chip. A pesar de 
estos importantes cambios en el diseño de los chips un estudio 
reciente muestra una gran concordancia entre ambos tipos de chip y 
una sensibilidad relativa similar [165].  
Dentro de esta familia de chips, Affymetrix ofrece dos modelos, 
los “Exon 1.0 ST arrays” y los “Gene 1.0 ST arrays”. En los “Exon 
1.0 ST arrays” cada exon esta cubierto en el análisis por 4 tipos de 
sonda diferentes, lo que permite dos tipos de análisis, análisis de la 
expresión génica (a nivel génico) y del splicing alternativo (a nivel 
exónico). Por una parte, el uso de múltiples sondas por exón permite 
realizar un análisis a nivel exónico, distinguiendo entre diferentes 
isoformas de un gen y detectar alteraciones específicas en el uso del 
exón que pueden tener un papel central en distintas enfermedades y 
etiologías. Por otro lado, en el análisis de la expresión génica, los 
valores de la señal de múltiples sondas correspondientes a diferentes 
exones son sumarizados en un valor de expresión de todos los 
transcritos para el mismo gen.  
                Introducción  
 
 - 65 - 
 
En cambio, los “Gene 1.0 ST arrays” suponen una 
simplificación de los “Exon 1.0 ST arrays” en cuanto al número de 
sondas. En este caso, el transcrito se representa utilizando sólo 26 
tipos de sonda  repartidas a lo largo del gen completo (Gene 1.0 ST 
arrays), lo que proporciona una representación más completa y precisa 
de la expresión génica que en los chips 3’IVT. Sin embargo, el 
análisis a nivel exónico es menos representativo que en el caso de los 
“Exon 1.0 ST arrays”, especialmente para genes de mayor longitud, 
dado el menor número de sondas utilizados en la representación de 
cada gen. Aun así un estudio demuestra que los resultados obtenidos 
por ambos tipos de arrays son coincidentes en gran medida, lo que 
permite el empleo de los “Gene 1.0 ST arrays”  en el estudio conjunto 
de la expresión génica y el splicing alternativo [166].  
Los Exon arrays proporcionan una cobertura bastante completa 
de todo el genoma, incluyendo secuencias transcritas predichas o 
empíricamente comprobadas, lo que permite el descubrimiento de 
eventos previamente no identificados. Pese a las ventajas 
proporcionadas por esta plataforma, el empleo de estos chips arroja 
una enorme cantidad de datos que deben procesarse de forma similar 
que en el caso de los chips 3’IVT, si bien en este caso los programas 
de análisis deben ser implementados con herramientas para el estudio 
del splicing alternativo.   
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El trabajo de esta tesis parte de resultados previos obtenidos en 
el laboratorio que indican que el RA no sólo regula la transcripción de 
genes específicos, sino que también produce cambios rápidos en la 
activación de rutas de señalización, como las rutas de PI3K/AKT y la 
de  MAPK/Erk, a través de mecanismos de acción del RA 
independientes de transcripción. Nuestro grupo describió que la 
activación de PI3K por RA es un requisito para la diferenciación 
celular inducida por RA  [54] y tiene lugar a través de interacciones 
entre el RAR y las dos subunidades de PI3K, que son reguladas 
diferencialmente por la unión de RA a su receptor RAR [167]. Estas 
acciones independientes de transcripción resultan en un incremento de 
la complejidad de la respuesta génica al RA. Un reflejo de esta 
complejidad viene representado en los últimos resultados publicados 
por nuestro grupo, donde el tratamiento con RA conduce a la 
fosforilación de proteínas implicadas en la regulación de la expresión 
génica, tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional [136]. 
En este sentido, resulta interesante conocer cómo la integración de las 
acciones genómicas y no transcripcionales del RA regula la expresión 
génica en sus distintos niveles, transcripcionales y post-
trancripcionales, llevando a la célula SH-SY5Y a adquirir un fenotipo 
neuronal. 
Si bien está mejor documentada la respuesta a nivel 
transcripcional que produce el tratamiento con RA, se tiene 
relativamente poca información del efecto que produce sobre los 
mecanismos de regulación post-transcripcionales, entre ellos el 
proceso de splicing alternativo y la regulación mediada por los 
microRNAs. Estos mecanismos son importantes, ya que permiten la 
diversificación y control espacio-temporal del proteoma durante la 
diferenciación y el establecimiento preciso de las conexiones 
neuronales [118]. 
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En base a este contexto, este trabajo de tesis  se ha centrado en 
los siguientes objetivos: 
 
I. Analizar la expresión génica durante la diferenciación inducida por 
RA de las células SH-SY5Y mediante la tecnología de microarrays 
3’IVT (In Vitro Transcription), para establecer grupos génicos con 
patrones de expresión génica similar. Una vez validados los 
resultados, evaluar el efecto de distintas vías de señalización sobre la 
expresión de algunos genes. 
 
II. Llevar a cabo un análisis informático haciendo uso de la nueva 
generación de Exon Arrays  para confirmar los cambios de la 
expresión génica obtenidos en el primer análisis y posteriormente 
evaluar los eventos de splicing alternativo originados durante la 
diferenciación inducida por Ácido Retinoico de estas células.  
 
III. Estudiar el posible papel de los microRNAs durante este proceso 
de diferenciación, centrándose en el estudio de la función 
desempeñada por aquellos microRNAs que se inducen de forma 
notable durante el tratamiento con Ácido Retinoico.  
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1. CULTIVOS CELULARES 
 
1.1 Material 
El material de plástico utilizado en cultivos celulares fue 
suministrado por Sarstedt. Los medios de cultivo, suero bovino fetal 
(FBS), PBS 10X, tripsina EDTA, L-glutamina y los antibióticos, 
penicilina y estreptomicina fueron suministrados por Lonza. El 
DMSO empleado para la congelación de las células se obtuvo de 
Sigma. 
El ácido todo-trans retinoico (RA) y los diferentes inhibidores 
empleados (LY-294,002, UO126, SB203580, actinomicina D) se 
obtuvieron de Sigma-Aldrich. Para su preparación se disolvieron en 
DMSO y se añadieron al medio de cultivo a las concentraciones 
indicadas en el apartado 1.6. 
 
1.2 Línea celular SH-SY5Y 
Línea celular de neuroblastoma humano mantenidas en medio 
DMEM, al que se adiciona 10 % de suero fetal bovino, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina. 
Esta línea se obtuvo de la colección americana de cultivos tipo (ATCC 
no. CRL-2266). 
 
1.3 Línea celular LAN-1 
Línea celular de neuroblastoma humano mantenidas en una 
mezcla de medios EMEM y Ham’s F-12 en proporción 1:1, al que se 
adiciona con 15 % de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 1X 
aminoácidos no esenciales (NEAA), 100 U/mL de penicilina y 100 
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g/mL de estreptomicina. Esta línea se obtuvo de colección europea 
de cultivos tipo (ECACC no. 06041201). 
 
1.4 Línea celular HeLa 
Línea celular epitelial de carcinoma cervical mantenidas en 
medio DMEM, al que se adiciona 10 % de suero fetal bovino, 2 mM 
de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 g/mL de 
estreptomicina. Esta línea se obtuvo de la colección americana de 
cultivos tipo (ATCC no. CCL-2). 
 
1.5 Mantenimiento y congelación de células 
Los cultivos celulares se han mantenido en un incubador a una 
temperatura de 37 ºC en atmósfera húmeda con un 5 % de CO2. Se 
crecieron las células hasta una densidad de 80-90 % en placas de 
100/150 mm de diámetro y al cabo de 3-4 días, se les aspiró el medio, 
se lavaron con PBS 1X, se tripsinizaron y se diluyeron 
aproximadamente 1:2. 
Para conservar durante largo tiempo las líneas celulares, entre 1-
3 millones de células se resuspendieron en 1.5 mL de medio de 
congelación frío (70 % de DMEM, 20 % de suero y 10 % de DMSO) 
y se pasaron a un criotubo que se congeló lentamente hasta -80ºC y 
que finalmente se almacenó en contenedores de nitrógeno líquido. 
La descongelación de las células desde los contenedores de 
nitrógeno líquido se llevó a cabo situando los criotubos en un baño de 
37ºC hasta la descongelación de su contenido, que rápidamente se 
diluyó 10 veces en medio DMEM suplementado con 10 % de suero 
para ser centrifugadas a 1200 rpm durante 5 min, resuspendidas en el 
medio de cultivo y finalmente sembradas en placa. 
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1.6 Tratamientos 
Los tratamientos con RA durante los distintos tiempos, 0, 0.5, 6, 
24, 48, 96 h se realizaron añadiendo el compuesto al medio DMEM 
completo a una concentración final de 1 M. 
Los pretratamientos con los inhibidores se realizaron durante 30 
min. Se añadieron al medio DMEM completo a una concentración 
final de 10 M a excepción de la cicloheximida que se utilizó a 
concentración final de 10 g/mL. Tras el pretratamiento con los 
inhibidores, se realizó el tratamiento con RA durante los distintos 
tiempos, añadiendo el compuesto al medio completo a una 
concentración final 1 M. 
 
2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE 
CHIPS 3’IVT (IN VITRO TRANSCRIPTION) DE 
AFFYMETRIX 
Los chips utilizados en el estudio fueron los chips Human 
Genome U133A 2.0 de Affymetrix. Pertenecen a la generación de 
chips 3’IVT (In Vitro Transcription), designados con este nombre, 
porque el ensayo empleado en el marcaje de la muestra previo a su 
hibridación en el chip, se basa en una transcripción in vitro que utiliza 
un cebador que aparea con la cola Poly-A, dispuesta en el extremo 3’ 
del mRNA. Este ensayo proporciona finalmente un cRNA con 
orientación antisentido (secuencia complementaria al mRNA). 
Además estos chips utilizan el sistema “Probe Set” que permite 
obtener múltiples medidas independendientes para cada transcrito, lo 
que aporta una gran precisión y reproducibilidad en cada plataforma. 
Con estos chips es posible analizar el nivel de expresión de 18.400 
transcritos y sus variantes, incluyendo 14.500 genes humanos bien 
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caracterizados, utilizando para ello más de 22.000 grupos de sondas y 
500.000 oligonucleótidos distintos. La lista completa de los genes 
representados en el chip y sus anotaciones está disponible en la página 
web de Affymetrix (www.affymetrix.com). 
 
2.1 Extracción de RNA total 
Para el experimento, se prepararon 4 placas (100 mm) de células 
SH-SY5Y control y 4 placas (100 mm) de células para cada condición 
de tratamiento con RA 1 M (30 min, 6 h y 24 h). Para la obtención 
del RNA total se empleó el método de extracción con isotiocianato de 
guanidinio-fenol-cloroformo [168] y posteriormente se procedió a 
purificar el RNA utilizando el RNeasy Mini Kit de QIAGEN. A 
continuación se estimó espectrofotométricamente su concentración 
por absorbancia a 260 nm y se comprobó la integridad del RNA 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TAE. Finalmente 
se conservaron las muestras alicuotadas a -80 ºC hasta su utilización. 
 
2.2 Preparación de la muestra, hibridación y escaneado 
Las muestras se entregaron al servicio de GeneChips de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia. La preparación, 
marcaje, hibridación del RNA, lavados, revelado y escaneado de la 
señal se realizaron según las especificaciones del fabricante. Para cada 
muestra, se marcaron 2 g de RNA con biotina-dUTP mediante el kit 
de marcaje en un ciclo de Affymetrix. El cRNA biotinilado se hibridó 
en el Genechip Human Genome U133A 2.0. La hibridación, los 
lavados posteriores y la tinción del GeneChip se llevaron a cabo con la 
Fluidic Station automatizada de Affymetrix. La señal de la sonda se 
reveló con estreptavidina-ficoeritrina y un anticuerpo contra 
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estreptavidina marcado con biotina. La fluorescencia fue detectada 
con el Gene Scanner 3000 de Affymetrix. 
 
2.3 Análisis de los datos 
El análisis de los microarrays se realizó utilizando las 
herramientas de visualización y análisis que ofrece el paquete 
GeneSpring GX (versión 7.3.1). Usando este programa, se aplicó a los 
datos el algoritmo GC-RMA (Robust Multi-chip Average, with GC-
content background correction) y un posterior paso de normalización 
por gen, lo que permitió su preparación para la búsqueda de 
diferencias estadísticamente significativas en la expresión de cada gen 
a lo largo de las distintos tiempos mediante un análisis de varianza 
(ANOVA). La identificación de los posibles patrones de expresión se 
consiguió al someter el conjunto de genes seleccionado (genes con 
p≤0.05 en el ANOVA) a dos tipos de clusters, jerárquico y k-means. 
 
2.4 Validación de los datos: cuantificación relativa de la expresión 
génica por RT-qPCR a tiempo real 
La síntesis de cDNA se ha realizado en dos pasos. En el primer 
paso, se incubó a 70 ºC durante 5 min, 2 g de muestra , 1 g de oligo 
(dT)16 (0.5 g/L) y agua libre de RNasa para completar tras la 
adición de todos los reactivos un volumen total de reacción de 25 L. 
Posteriormente la solución se enfrió en hielo. En el segundo paso se 
incubó la solución anterior a 42 ºC a la que se le añadió tampón M-
MLV 5X (50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KCl, 30 mM MgCl2 y 
10 mM DTT) a una concentración final 1X, mezcla de dNTPs (10 
mM, Biotools) a una concentración final 0.4 mM, inhibidor de RNasa 
RNAsin® (40 U/L, Promega) a una concentración final 1.6 U/L, y 
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transcriptasa reversa M-MLV (200 U/mL, Promega) a una 
concentración final 16 U/L. Las muestras de retrotranscripción se 
almacenaron a -20ºC hasta su utilización. 
Para la qPCR a tiempo real, se utilizó el modelo 7500 Fast de 
Applied Biosystems con el software correspondiente versión 1.3.1 y 
los ensayos de expresión de Applied Biosystems, que vienen 
previamente validados, optimizados y de los que existen para 
prácticamente la totalidad de los genes humanos. Las reacciones se 
llevaron a cabo según el protocolo del fabricante. Cada reacción (20 
L) contenía 10 L TaqMan(R) Universal PCR Master Mix 
NoAmpErase® UNG (2x), 1 L TaqMan Gene Expresión Assay Mix 
(20x), 8 L de agua libre de RNasas y 1 L de la muestra de 
retrotranscripción diluida diez veces. Las reacciones se realizaron por 
triplicado, utilizando placas de 96 pocillos. Para cada ensayo se 
realizó un control negativo con agua libre de RNasas, y se utilizó la 
beta actina como control endógeno. La cuantificación de la expresión 
relativa de los genes se llevó a cabo por el método de la segunda 
derivada 2-Ct. Los IDs de los ensayos de expresión génica TaqMan® 
para los genes de interés se muestran en la tabla 2. 
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Tabla 2. IDs de los ensayos de expresión génica TaqMan® para los genes de 
interés. 
ID Gen Símbolo 
Hs00174435_m1 Integrina beta 5 ITGB5 
Hs00276522_m1 Neuron Navigator 2 NAV2 
Hs00233407_m1 Receptor de Ácido Retinoico beta RARB 
Hs00240887_m1 Proto-oncogen ret RET 
Hs00608023_m1 B-Cell CLL/linfoma 2 BCL2 
Hs00169257_m1 Fosfatasa de doble especificidad 6 DUSP6 
Hs00213192_m1 Neuritin 1 NRN1 
Hs00178811_m1 Receptor neurotrópico tirosin quinasa tipo 2 NTRK2 
Hs99999903_m1 Actina beta ACTB 
 
3. ANÁLISIS DEL SPLICING ALTERNATIVO MEDIANTE  
LOS “EXON ARRAYS” DE AFFYMETRIX 
Los chips empleados en el estudio fueron los chips Human Gene 
1.0 ST de Affymetrix. Junto con los chips Human Exon 1.0 ST, 
constituyen la nueva generación de chips de Affymetrix conocidos 
con el nombre de “Exon Arrays”. Las siglas ST, del inglés “Sense 
target”, hacen referencia a la orientación del producto obtenido del 
ensayo empleado en el marcaje, en el cual se emplean cebadores 
aleatorios “random primers” que aparean a lo largo del mRNA. En 
este caso, este ensayo permite obtener como producto DNA con una 
orientación sentido (con la misma secuencia que el mRNA). Su diseño 
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está basado en el ensamblaje de la secuencia del genoma humano de 
Marzo 2006 (UCSC hg18, NCBI Build 36) con una cobertura 
completa de los transcritos anotados en las bases de datos: RefSeq, 
Ensembl, así como secuencias codificantes (CDS) inferidas de la base 
de datos GenBank.  
Estos chips permiten analizar el nivel de expresión de 28.869 
genes, utilizando para ello 764.885 sondas distintas. Cada uno de estos 
genes está representado en el chip por 26 sondas de 25 nucleótidos 
repartidas a lo largo de toda la longitud del gen, siendo de este modo 
una representación de la expresión génica más completa y precisa que 
los diseños de chips de expresión génica basados en el extremo 3’. 
Además, a diferencia de los diseños en 3’, sólo poseen sondas “perfect 
match” (PM) que hibridan con sus secuencias diana sentido y el ruido 
de fondo se estima utilizando un conjunto de  aproximadamente 
20.000 sondas genéricas destinadas para ello. También estos chips 
incluyen controles estándar poly-A y controles de hibridación que 
sirven para localizar y resolver los problemas de forma conveniente a 
lo largo de todo el proceso experimental. Al igual que en los chips 
Human Exon 1.0 ST, los valores de expresión génica de múltiples 
sondas en exones diferentes son sumarizados en un único valor de 
expresión que representa todos los transcritos de un mismo gen. 
La lista completa de los genes representados en el chip y sus 
anotaciones está disponible en la página web de Affymetrix 
(www.affymetrix.com) 
 
3.1 Extracción de RNA total 
Se prepararon las muestras de RNA de forma equivalente a lo 
descrito en el apartado 2.1. 
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3.2 Preparación de la muestra, hibridación y escaneado 
Las muestras se entregaron al servicio de GeneChips de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia. La preparación, 
marcaje, hibridación del RNA, lavados, revelado y escaneado de la 
señal se realizaron según las especificaciones del fabricante recogidas 
en los manuales “Whole Transcript Sense Target Labeling Assay (P/N 
701880)” y“GeneChip® Expression Wash, Stain and Scan User 
Manual (P/N 702731)”. Para cada muestra se marcaron 2 g de RNA 
con biotina-dUTP mediante el ensayo de marcaje “GeneChip® WT 
Terminal Labeling Kit”. El cRNA biotinilado se hibridó en el 
Genechip Human Gene 1.0 ST. La hibridación, los lavados posteriores 
y la tinción del GeneChip se llevaron a cabo con la Fluidic Station 
automatizada de Affymetrix. La señal de la sonda se reveló con 
estreptavidina-ficoeritrina y un anticuerpo contra estreptavidina 
marcado con biotina. La fluorescencia fue detectada con el Gene 
Scanner 3000 de Affymetrix. 
 
3.3 Análisis de los datos 
El análisis de los microarrays se realizó utilizando las 
herramientas de visualización y análisis que ofrece el paquete Partek® 
Genomics SuiteTM (Partek GS). Mediante el programa, se aplicó a los 
datos el algoritmo GC-RMA (Robust Multi-chip Average, with GC-
content background correction) y un posterior paso de sumarización 
por gen, lo que permitió su preparación para la búsqueda de 
diferencias estadísticamente significativas en la expresión de cada gen 
a lo largo de las distintos tiempos mediante un análisis de varianza 
(ANOVA). La identificación de los posibles patrones de expresión se 
consiguió al someter el conjunto de genes seleccionados (genes con 
p≤0.05 en el ANOVA) a un cluster jerárquico. El estudio de los 
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eventos de splicing alternativo a lo largo de los distintos tiempos de 
tratamiento se llevó a cabo mediante un análisis de varianza específico 
de splicing (splicing ANOVA). 
 
4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MICRO-RNAS 
MEDIANTE CHIPS DE BAJA DENSIDAD PARA MICRO-
RNAS HUMANOS BASADOS EN  PCR A TIEMPO REAL 
Los chips empleados en el estudio fueron los chips “TaqMan 
Human MicroRNA Low Density Arrays A & B v2.0” de Applied 
Biosystems. Estos arrays, en formato de tarjeta microfluídica de 384 
muestras, permiten realizar un estudio de expresión a partir de sus 667 
ensayos específicos de microRNAs humanos. El chip tipo A incluye 
los ensayos para los microRNAs altamente caracterizados, mientras 
que el tipo B contiene los ensayos para microRNAs recientemente 
caracterizados y para variantes minoritarias. 
 
4.1 Extracción de RNA total 
Para el experimento, se prepararon 4 placas (100 mm) de células 
SH-SY5Y control y 4 placas (100 mm) de células para cada condición 
de tratamiento con RA 1 M (24, 48 y 96 h). El RNA total se extrajo 
con el mirVana kit de Ambion, se cuantificó por espectrofotometría y 
se comprobó la integridad del mismo mediante electroforesis en gel 
agarosa 1%.  
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4.2 Preparación de la muestra, síntesis de cDNA, preamplificación 
y PCR a tiempo real 
A continuación se realizó una retrotranscripción y una 
preamplificación siguiendo las especificaciones del fabricante 
recogidas en el manual “Megaplex Protocol” y utilizando en los dos 
procesos dos pools distintos de primers correpondientes a los dos tipos 
de chip (A y B). En la transcripción reversa se utilizó 1 g RNA total 
por reacción de un volumen total de 7.5 L. Posteriormente se llevó a 
cabo la preamplificación de 2.5 L del producto retro-transcrito en 
una reacción con un volumen total de 25 L. Los productos de 
preamplificación se diluyeron 1:4 con 0.1× TE (pH 8.0) y se procedió 
a la carga de 9 L del cDNA diluído por chip. Las reacciones de real-
time PCR se llevaron a cabo en el servicio de secuenciación del 
Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (CSIC-UAM) 
en Madrid,  dado que se requería el aparato Applied Biosystems 
7900HT system (figura 15).  
 
Figura 15. Diagrama de flujo para el análisis de la expresión de microRNAs 
humanos mediante los chips de baja densidad A y B basados en PCR a tiempo 
real de Applied Biosystems.  
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4.3 Análisis de los datos 
El análisis de los microarrays se realizó utilizando el software 
“7900HT Fast Real-Time PCR System Relative Quantitation Using 
Comparative CT in SDS v2.2” de Applied Biosystems. En el análisis, 
la línea de base fue determinada automáticamente por el aparato y el 
valor umbral Ct ajustado manualmente al valor de 0.2. Las curvas de 
amplificación fueron revisadas manualmente y el valor Ct y línea base 
ajustados manualmente, en caso necesario, para algunos ensayos. 
Además se llevó a cabo un análisis más detallado usando las 
herramientas de visualización y análisis que ofrece el paquete 
RealTime StatMiner® (Integromics). En este análisis, se eligió el gen 
snRNA U6 como control endógeno para la normalización de los datos 
por presentar menor variabilidad entre las distintas muestras. El 
software permitió examinar la calidad de los datos y la cuantificación 
de los mismos. Además en las comparaciones de los grupos tratados 
frente no tratados, los datos se sometieron un t-test moderado y se les 
aplicó el algoritmo de Benjamini-Hochberg estableciendo la tasa de 
descubrimiento de falsos positivos (False Discovery Rate (FDR)) en 
5%. Aquellos valores Ct  por encima de 35 ciclos no fueron 
considerados por estar por debajo del nivel de detección del ensayo, 
por lo que sólo fueron incluidos en el análisis miRNAs con Ct ≤ 35. 
 
4.4 Validación de los datos: cuantificación relativa de la expresión 
de microRNAs por RT-qPCR a tiempo real 
Para la validación se utilizaron ensayos TaqMan específicos 
para cada uno de los microRNAs candidatos (tabla 3). 10 ng de RNA 
total fueron retro-transcritos en una reacción de 15l utilizando “stem-
loop RT primers” específicos (Applied Biosystems). A continuación, 
1.33 L del cDNA producido en esta reacción fue sujeto a un ensayo 
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Taqman (Applied Biosystems) en un volumen total de 20 L 
utilizando primers y una sonda específica para cada microRNA de 
acuerdo con las especificaciones del fabricante. Los valores de 
expresión fueron calculados utilizando el método comparativo Ct y 
considerando el gen snRNA U6 como control endógeno. 
Tabla 3. IDs de los ensayos de expresión génica TaqMan® para los genes de 
interés. 
ID Gen Símbolo 
4373153 microRNA 10a MIR10A 
4395329 microRNA 10b MIR10B 
4395464 microRNA 615 MIR615 
4373088 microRNA 211 MIR211 
4373087 microRNA 212 MIR212 
4373143 microRNA 132 MIR132 
4373140 microRNA 135a-1 MIR135A1 
4373079 microRNA 22 MIR22 
4395408 microRNA 296 MIR296 
4373215 microRNA 490 MIR490 
4395204 microRNA 486 MIR486 
4395408 microRNA 422a MIR422A 
715680 U6 snRNA RNU6 
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5. TÉCNICAS DE DNA RECOMBINANTE 
  
5.1 Plásmidos y subclones 
-pGL3 control (Promega): es un plásmido que permite el 
estudio cuantitativo de factores que potencialmente regulan la 
expresión génica en mamíferos. Este plásmido contiene el promotor 
SV40 y varias sequencias potenciadoras que resultan en una expresión 
fuerte del gen reportero modificado luc+ (firefly luciferase (Photinus 
pyralis)) en muchos tipos celulares de mamíferos, por lo que resulta 
útil para estudiar la eficiencia de transfección. Además, entre las 
características de este plásmido resalta su versatilidad, ya que el sitio 
de restricción para XbaI situado downstream del gen luc+ facilita 
inserciones en la región no traducida 3’ (3’UTR)  del mRNA. 
-pGL3 control-SFRS1-3’UTR y pGL3 control-SFRS10-
3’UTR: se procedió a realizar el clonaje de las regiones 3’UTR de los 
genes diana SFRS1 y SFRS10 en el plásmido pGL3-Control 
(Promega) bajo el sitio de restricción XbaI situado downstream al gen 
luc+. Para ello, se partió de 10 ng de cDNA de células HeLa y se 
amplificó por PCR las regiones de interés mediante el uso de la DNA 
polimerasa KOD y primers diseñados para introducir el sitio de 
restricción para XbaI en posición 5’, para así facilitar la posterior 
ligación en el plásmido. La secuencia de los mismos está resumida en 
la tabla 4. Las condiciones de la PCR para ambos casos fueron las 
siguientes: 5 min 95ºC, 35 ciclos (30 s 95ºC, 1 min 60ºC, 1 min 68ºC), 
10 min 68ºC.  
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Tabla 4. Secuencia de primers diseñados para amplificar las regiones 3’UTR de 
los genes diana SFRS1 y SFRS10, y facilitar su clonaje en el sitio XbaI del 
plásmido pGL3-Control. En negrita y subrayado se indica el sitio de restricción 
para XbaI. 
SFRS 1 For: 5’ GGA TCTAGATTGGGGGTGTTTGTGGTTAT 3’ 
 Rev: 5’ GAA TCTAGA GGGCAGGAATCCACTCCTAT 3’ 
SFRS 10 For: 5’   GAA TCTAGACGTGGAGGATACAGATCACG 3’ 
 Rev: 5’   GAA TCTAGAGTACTTTGAAGCACCCGGT 3’ 
 
Posteriormente, los productos fueron cargados y corridos en un 
gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio junto marcadores de 
peso molecular. Las bandas identificadas correctamente fueron 
cortadas del gel y el cDNA eluído en 50 L usando el kit de 
extracción del gel (Qiagen) según las especificaciones del fabricante. 
Posteriormente,  40 L del eluído (insertos)  (0.05 g/L) y 10 g del 
plásmido plásmido pGL3-Control se digirieron con la enzima de 
restricción XbaI (New England Biolabs). Seguidamente, los productos 
de la digestión, así como los plásmidos e insertos no digeridos fueron 
cargados y corridos de nuevo en un gel de agarosa 1% teñido con 
bromuro de etidio junto marcadores de peso molecular. Las bandas 
identificadas correctamente fueron cortadas del gel y el cDNA eluído 
en 50 L  usando el kit de extracción del gel (Qiagen). Para evitar el 
re-ligamiento del vector, se procedió primero a la defosforilación de 
los extremos 5’ del plásmido digerido por tratamiento con la Fosfatasa 
Alcalina CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase). Para ello, 
siguiendo las especificaciones del fabricante, se empleó la fosfatasa 
CIP (New England Biolabs) y 20 L del plásmido eluído (0.2 g/L). 
Seguidamente se purificó los plásmidos digeridos utilizando el kit de 
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purificación de productos de PCR (Qiagen). Finalmente, se llevó a 
cabo la ligación usando la T4 DNA ligasa (New England Biolabs), 0.5 
L del plásmido defosforilado en el extremo 5’ (0.04 g/L) y 5 L 
del inserto (0.04 g/L), siguiendo las especificaciones del fabricante.  
- pRL-TK (Promega): es un plásmido que proporciona una expresión 
constitutiva del gen reportero salvaje Rluc (renilla luciferase (Renilla 
reniformis)). Suele ser utilizado conjuntamente con plásmidos de 
expresión del gen luc+ en la cotransfección de células de mamíferos 
ya que sirve de control interno proporcionando una actividad que 
puede ser utilizada en la normalización de la actividad firefly 
luciferasa. El plásmido está bajo el control del promotor HSV-
timidina quinasa, que da lugar a una expresión del gen relativamente 
débil pero constitutivamente neutra.  
-pLCS-EDAwt: es un plásmido reportero de la traducción que posee 
unida a un ORF de luciferasa la secuencia ESE, derivada del exón 
alternativo EDA del gen de fibronectina, bajo el control del promotor 
SV40. Dicha secuencia actúa en el correspondiente transcrito como 
sitio de unión para factores SR, que al ser reclutados producen un 
aumento de la traducción del mRNA y por tanto de la producción de 
luciferasa [169] . 
-pLCS-EDAmt: es un plásmido reportero de la traducción similar al 
anterior en el que la secuencia para la unión de proteínas SR está 
mutada y por tanto estas proteínas no se pueden unir al mRNA 
transcrito. Se utiliza como control para cuantificar incrementos de 
luciferasa que puedan ser debidos a efectos inespecíficos no 
relacionados con la unión de las proteínas SR [169]. 
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5.2 Transformación y aislamiento de los plásmidos. 
5.2.1 Plásmidos pGL3 control-SFRS1-3’UTR y pGL3 control-
SFRS10-3’UTR 
El procedimiento que se llevó a cabo para obtención de novo de 
dichos plásmidos siguió un procedimiento diferente al resto de los 
plásmidos,  donde no sólo se trataba de la producción de los plásmidos 
sino también de la identificación de las formas de interés de los 
mismos. Por ello, una vez realizada la ligación del inserto con el 
vector, 5 L del producto de la misma se utilizó para transformar 
bacterias ultracompetentes (XL10-Gold Ultracompetent cells; 
Stratagene) por choque térmico (42ºC durante 30 s), tras lo cual se 
sembraron en placas de medio LB-agar con el antibiótico ampicilina 
para la selección de cada plásmido. Las placas se incubaron toda la 
noche a 37ºC. Al día siguiente se prepararon cultivos líquidos (5 mL 
de LB con ampicilina) a partir de varias colonias individuales 
obtenidas en las placas correspondientes y se incubaron durante 12-16 
h a 37ºC con agitación (250 rpm). Tras ese tiempo, se procedió a la 
extracción de DNA plasmídico empleando la mayor parte del cultivo y 
el Plasmid Mini Kit (Qiagen), y siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Una vez cuantificado el DNA mediante absorbancia a 260 
nm y que el ratio A260/A280 era mayor de 1.8, se realizó un screening 
para comprobar el tamaño molecular, la presencia del inserto en el 
plásmido y su orientación mediante digestión con distintas enzimas de 
restricción y visualización de los fragmentos en un gel de agarosa 1% 
con tinción con bromuro de etidio. Una vez identificados los 
plásmidos con el inserto en orientación correcta, 100 L de las 
suspensiones restantes y no usadas en las miniprep se emplearon para 
sembrar placas de medio LB-agar con el antibiótico ampicilina, y se 
incubaron toda la noche a 37ºC. Al dia siguiente, se prepararon 
cultivos líquidos  (200 mL de LB con ampicilina) a partir de una 
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colonia obtenida en las placas correspondientes y se incubaron durante 
12-16 h a 37ºC con agitación (250 rpm). Tras ese tiempo, se procedió 
a la extracción de DNA plasmídico empleando Plasmid Maxi Kit 
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez 
cuantificado el DNA mediante absorbancia a 260 nm y comprobar que 
el ratio A260/A280 era mayor de 1.8, se procedió a una segunda 
comprobación de la secuencia del plásmido por secuenciación. 
 
5.2.2 Plásmidos pGL3 control, pRL-TK, pLCS-EDAwt y pLCS-
EDAmt 
En la producción de dichos plásmidos, 50 ng de los mismos se 
utilizaron para transformar bacterias competentes de Escherichia Coli 
JM109 (Promega) por choque térmico (42ºC durante 50 s), tras lo cual 
se sembraron en placas de medio LB-agar con el antibiótico 
ampicilina para la selección de cada plásmido. Las placas se 
incubaron toda la noche a 37ºC y al día siguiente se prepararon pre-
cultivos líquidos  (5 mL de LB con ampicilina) a partir de colonias 
individuales obtenidas en las placas correspondientes. Tras unas 6 h 
de crecimiento, todo el pre-cultivo fue pasado a un cultivo de mayor 
volumen (50 mL de LB con ampicilina) que se creció durante 12-16 h 
a 37ºC con agitación. Tras ese tiempo, se procedió a la extracción de 
DNA plasmídico empleando el Plasmid Midi Kit (Qiagen) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Una vez cuantificado el DNA 
mediante absorbancia a 260 nm y comprobado que el ratio A260/A280 
era mayor de 1.8, se comprobó su integridad y tamaño molecular en 
un gel de agarosa con tinción con bromuro de etidio. 
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6. TRANSFECCIÓN CON PLÁSMIDOS, ANTI-MIRS O PRE-
MIRS 
Para el estudio de la morfología celular, la apoptosis, así como 
la obtención de extractos de RNA y/o proteína, se sembraron 0.25·106 
células HeLa o en su caso 0.5·106 células SH-SY5Y por pocillo en 
placa de 6 pocillos. 24 h después, cuando las células se encontraban 
todavía en fase de crecimiento exponencial, los oligonucleótidos de 
RNA de Ambion-Applied Biosystems (tabla 5) fueron transfectados 
usando el agente Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Con este objetivo, 
en un tubo de 1.5 mL, se añadió por pocillo a transfectar, 250 μL de 
medio Opti-MEM (Gibco) y el correspondiente pre-miR (pre-miR 
negative control, pre-miR-10a y pre-miR-10b) o anti-miR (anti-miR 
negative control, anti-miR-10a y anti-miR-10b) a concentración 50 
nM. En otro tubo se añadió por pocillo, 250 μL de medio Opti-MEM y 
5 μL del agente Lipofectamina 2000. Tras dejar reposar 5 min a 
temperatura ambiente, la disolución de RNA se añadió gota a gota a la 
de Lipofectamina. La mezcla reposó durante 30 min, mientras se 
cambió el medio a las células por 1500 L de medio Opti-MEM. A 
continuación se añadió gota a gota 500 μL de la mezcla a cada una de 
los pocillos. Finalmente, 6 h después de la transfección, se sustituyó el 
medio por medio DMEM completo, con o sin tratamiento de RA 1 
M.  
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Tabla 5. IDs de los oligonucleótidos de RNA empleados en las transfecciones. 
ID Oligonucleótidos de RNA 
AM10787 Ambion® anti-miR™ miR-10a inhibitor 
PM10787 Ambion® pre-miR™ miR-10a  precursor 
AM11108 Ambion® anti-miR™ miR-10b inhibitor 
PM11108 Ambion® pre-miR™ miR-10b  precursor 
AM17012 FAM™ dye-labeled anti-miR™ negative control #1 
AM17110 Pre-miR™ miRNA precursor molecules—negative 
control #1 
 
Para los ensayos de proliferación se sembraron 50·103 células 
SH-SY5Y por pocillo en placa de 24 pocillos. 24 h después, cuando 
las células se encontraban todavía en fase de crecimiento exponencial, 
los oligonucleótidos de RNA fueron transfectados usando el agente 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Con este objetivo, en un tubo de 1.5 
mL, se añadió por pocillo a transfectar, 50 μL de medio Opti-MEM 
(Gibco), el pre-miR o anti-miR correspondiente a concentración 50 
nM. En otro tubo se añadió por pocillo, 50 μL de medio Opti-MEM y 
1 μL del agente Lipofectamina 2000. Tras dejar reposar 5 min a 
temperatura ambiente, la disolución de DNA/RNA se añadió gota a 
gota a la de Lipofectamina. La mezcla reposó durante 30 min, 
mientras se cambió el medio a las células por 400 L de medio Opti-
MEM. A continuación se añadió gota a gota 100 μL de la mezcla a 
cada una de los pocillos. Finalmente, 6 h después de la transfección se 
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sustituyó el medio por medio DMEM completo o sin tratamiento de 
RA 1 M.  
Para los ensayos luciferasa y de traducción se sembraron 50.000 
células HeLa por pocillo en placa de 24 pocillos respectivamente. 24 h 
después, cuando las células se encontraban todavía en fase de 
crecimiento exponencial, los plásmidos y los oligonucleotidos de 
RNA fueron co-transfectados usando el agente Lipofectamina 2000 
(Invitrogen). En un tubo de 1.5 mL, se añadió por pocillo a transfectar, 
50 μL de medio Opti-MEM (Gibco), 500 ng del plásmido y en su caso 
el pre-miR o Anti-miR correspondiente a concentración 50 nM, junto 
con 25ng del plásmido pRL-TK que sirvió de control interno. En otro 
tubo se añadió por pocillo, 50 μL de medio Opti-MEM y 1 μL del 
agente Lipofectamina 2000. Tras dejar reposar 5 min a temperatura 
ambiente, la disolución de DNA/RNA se añadió gota a gota a la de 
Lipofectamina. La mezcla reposó durante 30 min, mientras se cambió 
el medio a las células por 400 L de medio Opti-MEM. A 
continuación se añadió gota a gota 100 μL de la mezcla a cada una de 
los pocillos. Finalmente, 6 después de la transfección, se sustituyó el 
medio por medio DMEM completo.  
 
7. ENSAYOS LUCIFERASA 
Unas 48 h después de la cotransfección de los plásmidos y los 
oligonucleótidos de RNA se procedió a realizar el ensayo luciferasa. 
Los reactivos y tampones empleados para la realización de este ensayo 
fueron los proporcionados por el sistema Dual-Luciferase Reporter 
Assay (Promega). 
Las células fueron lavadas con PBS frío y a continuación se 
añadió 100 μL del tampón de lisis “pasivo” 1X. Se deja durante 30 
min en agitación y entonces se recogen las células. El extracto se 
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centrifuga a 16.100 rpm durante 10 min y recogemos el sobrenadante 
que será el que empleemos para determinar la actividad luciferasa. El 
aparato utilizado para la medida de la luciferasa fue el contador 
luminiscente multietiqueta Victor2 (Wallac). Para ello, se ponen en la 
placa de medida 50 μL de la disolución Luciferase Assay y añadimos 
20 μL de los lisados celulares. Se realiza entonces la primera medida 
que corresponde a la luciferasa de luciérnaga (firefly). A continuación, 
se añaden 50 μL de la disolución Stop and Glo y llevamos a cabo una 
segunda medida que corresponde a la luciferasa Renilla. 
Cada tratamiento es realizado por triplicado y testado en tres 
ensayos de muestras independientes. Los valores de luciferasa son 
primeramente normalizados respecto a los valores de Renilla, para 
corregir las variaciones en la eficiencia de transfección. Después, se 
calcula la media de los triplicados. En el caso de los plásmidos 
EDAwt y EDAmt, tras la normalización con respecto a Renilla , el 
valor obtenido para el plásmido EDAwt es dividido por el 
correspondiente valor de EDAmt, para eliminar aquellos incrementos 
de luciferasa que son debidos a efectos inespecíficos no debidos a las 
proteínas SR. Por último, los resultados son normalizados respecto a 
los de la situación control. 
 
8. ENSAYO DE SPLICING IN VIVO 
 
8.1 Extracción de RNA total  
Para el experimento, se prepararon placas de células SH-SY5Y  
de 6 pocillos transfectadas con el correspondiente pre-miR (pre-miR 
negative control, pre-miR-10a y pre-miR-10b) a concentración 50 nM. 
El RNA total se extrajo con Trizol, se cuantificó por 
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espectrofotometría y se observó la integridad del mismo mediante 
visualización en gel agarosa 1%.  
 
8.2 RT-PCR y visualización de las bandas 
Para la comprobación del porcentaje de inclusión del Exon 10, 
las muestras de RNA total anteriores se emplearon en una 
retrotranscripción (descrita en 2.4), seguido de una PCR a punto final 
utilizando los primers previamente empleados en el trabajo de Kondo 
y colaboradores [170]. Las condiciones de la PCR fueron: 5 min 95ºC, 
30 ciclos (1 min 95ºC, 1 min 60ºC, 1 min 72ºC), 10 min 72ºC. Los 
productos de la PCR fueron posteriormente cargados en un gel de 
agarosa al 1 % en TAE, que posteriormente se tiñó en una solución 
TAE con bromuro de etidio. El posterior análisis de la imagen y las 
cuantificaciones de las bandas fueron realizados con el programa 
Multi Gauge v2.1 (Fujifilm). 
 
9. WESTERN BLOT 
 
9.1. Obtención de extractos de proteínas 
Para obtener los extractos totales de proteínas las células se 
lavaron con PBS 1X y se levantaron con la ayuda de un rascador de 
células. Seguidamente, se centrifugaron a 500 g a 4ºC durante 5 min y 
se resuspendieron en un tampón RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 
mM NaCl, EGTA 1 mM y 0.5% Nonidet P-40) al que previamente se 
añadieron inhibidores de fosfatasas (1 mM ortovanadato sódico, 10 
mM NaF) y proteasas (10 μg/mL aprotinina, 10 μg/mL leupeptina, 
100 μM PMSF). Tras incubar el lisado 30 min en hielo, se centrifugó a 
16.100g durante 10 min a 4ºC y la concentración de proteínas en el 
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sobrenadante se determinó mediante el método colorimétrico Bradford 
(Bio-Rad Protein Assay) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
9.2. Geles de acrilamida y transferencia a membrana 
Los geles de poliacrilamida-SDS para proteínas y la 
transferencia a membranas se hicieron según protocolos estándar 
[171]. La separación de proteínas se realizó en minigeles de 
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes y con un gel 
empaquetador al 5%, que cumple la función de alinear las proteínas de 
la muestra antes de ser separadas. Las muestras se incubaron a 95ºC 
durante 8 min una vez diluidas con el tampón de carga (0.5 M Tris-
HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT y azul de 
bromofenol) y la electroforesis se llevó a cabo a 12 mA constantes. Se 
empleó un marcador de pesos moleculares pre-teñido (New England 
Biolabs). 
A continuación, las proteínas se transfirieron a una membrana 
de nitrocelulosa (Hybond ECL, GE Healthcare) mediante el sistema 
“semiseco”, con un aparato Trans blot SD semi-dry transfer cell  (Bio-
Rad) a 15 V constantes durante 1 hora. Cuando las proteínas de interés 
poseían un peso molecular mayor de 80 KDa, la transferencia se 
realizó mediante el sistema “húmedo”, empleando las cubetas y 
Tomadores de Bio-Rad, con un voltaje constante de 100 V durante 90 
min. En ambos casos, el tampón de transferencia utilizado fue 20% 
metanol, 192 mM glicina y 25 mM Tris. Al terminar, se comprobó la 
eficiencia de la transferencia de proteínas por tinción reversible con 
rojo- Ponceau (0.5% rojo-ponceau, 1% ácido acético glacial, Sigma). 
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9.3. Bloqueo e incubación con los anticuerpos 
Para evitar uniones inespecíficas entre el anticuerpo primario, la 
membrana y las proteínas retenidas en la membrana, se realizó un 
bloqueo de esta última en una solución rica en proteínas (PBS 1X, 
0.1% Tween 20, 5% leche desnatada en polvo) durante al menos dos 
horas con agitación y a temperatura ambiente. A continuación, se 
incubó con el anticuerpo primario correspondiente diluido en solución 
de bloqueo durante 16 h a 4ºC. Después de tres lavados de 8 min a 
temperatura ambiente con PBS 1X, 0.1% Tween 20, la membrana se 
incubó con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con 
peroxidasa, disuelto en la solución de bloqueo durante 1 hora a 
temperatura ambiente. 
Posteriormente, se realizó tres nuevos lavados de 8 min con PBS 
1X, 0.1% Tween 20 a temperatura ambiente. La detección de la señal 
se llevó a cabo por quimioluminiscencia (ECL y ECL-Plus, GE 
Healthcare) en la cámara CCD LAS-3000 Imager (Fujifilm). Los 
posteriores análisis, así como el tratamiento de la imagen y las 
cuantificaciones de las bandas, fueron realizados con los programas 
Image Gauge  v4.0 y Multi Gauge v2.1 (Fujifilm). 
 
9.4. Stripping para reutilización de membranas 
Para reutilizar la membrana e incubarla con otros anticuerpos, 
ésta se sumergió en solución previamente calentada de stripping (62.5 
mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM β-mercaptoetanol y 2% SDS) a 55ºC 
durante 30 min en agitación suave, para eliminar los anticuerpos de la 
primera incubación. Tras varios lavados con abundante PBS 1X, 0.1% 
Tween 20 a temperatura ambiente, la membrana se bloqueó 
nuevamente durante al menos 1 h y quedó lista para ser incubada con 
otro anticuerpo primario (tabla 6). 
Material y Métodos  
 - 98 - 
 
 
9.5. Anticuerpos utilizados 
Tabla 6. Anticuerpos utilizados para la inmunodetección de proteínas 
analizadas por SDS-PAGE. Para los anticuerpos primarios, se específica el origen, 
dilución en la que se utilizan y la procedencia. Para los anticuerpos secundarios, se 
muestra el tipo de conjugación, dilución en la que se emplean y la procedencia. 
Anticuerpo primario Origen Dilución Procedencia 
Actina Conejo 1:1000 Sigma 
ID2 Conejo 1:500 Santa Cruz 
HOXD10 Conejo 1:500 Santa Cruz 
SFRS1 Ratón 1:500 Santa Cruz 
NEFM Ratón 1:500 Sigma 
Anticuerpo Secundario Conjugado Dilución Procedencia 
Anti-Conejo IgG Peroxidasa 1:2000 GE 
Anti-Ratón IgG Peroxidasa 1:2000 Jackson 
 
10. MIGRACIÓN 
Las capacidades migratorias de las células SH-SY5Y se testaron 
de acuerdo con el protocolo publicado en [172] con pequeñas 
modificaciones. Las células SH-SY5Y fueron transfectas con los 
oligonucleótidos de RNA (anti-miR negative control, anti-miR-10a o 
anti-miR-10b) a concentración 50 nM respectivamente y según la 
condición tratadas con RA 1 M durante 96  h. Tras 96  h de 
tratamiento, las células se tiñeron con Calceína AM (5 M; 
Invitrogen) durante 30 min en un incubador a una temperatura de 37 
ºC en atmósfera húmeda con un 5 % de CO2. Posteriormente se 
tripsinizaron, se recogieron las células en medio DMEM libre de suero 
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y se contaron. Un total de 5·104 células contenidos en 330 L de 
medio DMEM libre de suero, se sembraron en cada uno de los 
insertos opacos a la luz (Falcon HTS FluoroBlock, poro de 8 m; 
Becton-Dickinson), previamente colocados en los pocillos de platos 
de 24 pocillos. Una vez sembradas las células en los insertos, se 
utilizó como quimioatrayente en la cámara inferior 800 L de medio 
DMEM con 10% FBS. Los platos se incubaron durante 24 h en un 
incubador a una temperatura de 37 ºC en atmósfera húmeda con un 5 
% de CO2. Después de 24 h de incubación, la emisión de fluorescencia 
de las células migradas a través del inserto opaco se midió con el 
contador de multi-etiquetas Victor (PerkinElmer Life and Analytical 
Sciences). Los ensayos se realizaron en triplicados.  
 
11. INVASIÓN 
Las capacidades invasivas de las células SH-SY5Y se testaron 
de acuerdo con el procedimiento publicado en [173] con pequeñas 
modificaciones. Las células SH-SY5Y fueron transfectas con los 
oligonucleótidos de RNA (anti-miR negative control, anti-miR-10a o 
anti-miR-10b) a concentración 50 nM respectivamente y según la 
condición tratadas con RA 1 M durante 96 h. Tras 96 h de 
tratamiento, se tripsinizaron, se recogieron en medio DMEM libre de 
suero y un total de 0.3x106 células se sembraron en cada uno de los 
insertos previamente colocados en los pocillos de platos de 24 
pocillos. En estos ensayos de invasión, los insertos se incubaron con 
10 g de la matriz Matrigel® (Becton-Dickinson) por pocillo durante 
la noche previa al sembrado y se reconstituyeron al día siguiente, 
antes de ser sembradas con las células, mediante 100 L de medio 
DMEM libre de suero durante 30 min. Una vez sembradas las células 
en los insertos, se utilizó como quimioatrayente en la cámara inferior 
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500 L de medio con 10% FBS. Los platos se incubaron durante 24 h 
en un incubador a una temperatura de 37 ºC en atmósfera húmeda con 
un 5 % de CO2. Después de 24 h de incubación, las células invasivas 
fueron despegadas de la parte inferior de la membrana, situando los 
insertos en platos de 24 pocillos que contenían 500 L tripsina por 
pocillo y incubando los mismos a 37ºC durante 10 min. Las células no 
invasivas situadas en la parte superior de la membrane se recogieron 
utilizando 200 L de tripsina. Tanto las células invasivas como no 
invasivas fueron transferidas a tubos de 1.5 mL y centrifugadas a 
1.200 rpm durante 5 min para eliminar la tripsina. A continuación, las 
células contenidas en cada tubo fueron resuspendidas en 50 L del 
reactivo Cell Titer-Glo ® (Invitrogen) y los lisados fueron transferidos 
a un plato de 96 pocillos. Finalmente, la señal de luminiscencia se 
leyó de acuerdo con las intrucciones del fabricante y se calculó la 
media y desviación típica de los ratios de invasión y migración 
procedentes de triplicados para cada condición, y posteriormente se 
obtuvo una media y desviación típica de los tres experimentos 
independientes realizados.  
 
12. ENSAYO DE PROLIFERACIÓN POR INCORPORACIÓN 
DE TIMIDINA TRITIADA 
En el ensayo se emplearon las células SH-SY5Y transfectadas 
con uno de los oligonucleótidos de RNA (anti-miR negative control, 
anti-miR-10a o anti-miR-10b) y según la condición tratadas con RA 1 
M durante 96 h. Tras 96 h de tratamiento, se añadió a cada pocillo 
[3H]TdR (5 Ci/mmol, Amersham, Biosciences) a concentración 
1Ci/mL y se incubó el plato en el incubador a 37ºC durante 6 h. A 
continuación las células se lisaron con 10% TCA durante 10 min en 
agitación, las muestras fueron transferidas a tubos de 1.5 mL y se 
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centrifugaron a máxima velocidad durante 5 min. El pellet se disolvió 
en 0.5 mL de NaOH 0.2 M/0.1% SDS y se transfirió a viales de 
centelleo de 5 mL, preparados con 4.5 mL de líquido de centelleo. Las 
medidas de radioactividad se realizaron utilizando el programa “Easy 
Count” del contador de centelleo líquido (Wallac 1410). Finalmente, 
se calculó la media y desviación típica de las radioactividades para el 
tritio procedentes de triplicados para cada condición. 
 
13. ESTUDIO DE LA APOPTOSIS Y DETERMINACIÓN DE 
LAS FASES DEL CICLO CELULAR MEDIANTE 
CITOMETRÍA DE FLUJO 
En el ensayo se emplearon las células SH-SY5Y transfectadas 
con uno de los oligonucleótidos de RNA (control negativo anti-miR, 
anti-miR-10a o anti-miR-10b) y según la condición tratadas con RA 1 
M durante 96 h. Tras 96 h de tratamiento, las células se lavaron con 
PBS 1X y se fijaron con etanol 80% durante 1 h a 4 ºC. Después de la 
fijación de las células, éstas se lavaron con PBS 1X y se trataron con 
una disolución de extracción de DNA pH 7.8 (Na2HPO4 0.2 M, ácido 
cítrico 0.1 M) durante 5 min a 37ºC. Las muestras se centrifugaron y 
se les añadió al pellet una disolución de tinción con Ioduro de 
Propidio (PI 20 µg/mL (Sigma), RNase A 0.2 mg/mL (Sigma)) en 
PBS 1X). Posteriormente se incubaron en oscuridad durante 30 min a 
37ºC y el contenido en DNA fue determinado mediante citometría de 
flujo (FacsCanto, Becton Dickinson). Los porcentajes para cada una 
de las fases del ciclo en las distintas poblaciones celulares fueron 
obtenidos a partir de los datos de citometría utilizando el software 
ModFit LT 3.0.   
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14. ENSAYO CAM (ensayo de membrana corioalantoidea del 
huevo de gallina) 
El ensayo CAM se realizó de acuerdo a los procedimientos 
descritos en [174-175]. Se utilizaron huevos fertilizados de gallinas de 
la raza White Leghorn (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) 
con un peso de 50-60 g y se incubaron durante 10 días en un 
incubador mantenidos a una temperatura de 37.5 ± 0.5 °C y una 
humedad relativa de 62.5 ± 7.5 %. En este punto, los huevos se 
revisaron con luz blanca previamente al ensayo, descartándose los no 
viables. Se procedió a desplazar la membrana corioalantoidea 
practicando un pequeño agujero en el cascarón en la zona de la cámara 
de aire y otro cerca de la vena alantoidea que penetra la membrana del 
cascarón pero no la CAM. La CAM fue separada del cascarón 
aplicando ligeramente el vacío sobre el agujero encima de la cámara 
de aire. Posteriormente, una pequeña sierra circular (Dremel, Racine, 
WI) se utilizó para cortar un cuadrado de 1 cm2 rodeando el segundo 
agujero cercano a la vena alantoidea, dejando expuesta la membrana 
corioalantoidea subyacente. Mientras tanto, se prepararon las células a 
inocular. Las células fueron transfectadas previamente con Anti-miR 
negative control y Anti-miR-10a y tras 6 h de transfección tratadas 
según la condición con 1 M RA durante 96 h. Transcurridas las 96 h, 
se despegaron las células con tripsina, se lavaron con medio completo 
y se resuspendieron con medio DMEM libre de suero. A continuación 
se inocularon 1·106 células suspendidas en 50 L de medio libre de 
suero en cada huevo, las ventanas se sellaron con cinta adhesiva y los 
huevos fueron devueltos al incubador, esta vez prescindiendo de la 
rotación. Se mantuvieron en el incubador durante 7 dias más. Se 
dispusieron 7 huevos por cada una de las condiciones (Anti-miR 
negative control, Anti-miR-10a, Anti-miR Negative Control+RA 96 h 
y Anti-miR-10a+RA 96 h). Transcurridos los 7 dias, los huevos fueron 
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abiertos, se examinó la presencia de tumores y se intervino el embrión 
de pollo para la extracción del hígado y pulmones, para 
posteriormente estudiar metástasis. Las muestras fueron guardadas en 
tubos y inmediatamente procesadas según el protocolo descrito por el 
fabricante en el kit Puregene cell and tissue de Qiagen para la 
obtención del DNA genómico, con el objetivo de utilizarlo como 
“template” en la detección de secuencias Alu por PCR a tiempo real. 
Estas secuencias Alu son de origen humano, mientras que el DNA 
genómico de pollo carece de las mismas. Esto permite cuantificar el 
número de células metastáticas humanas presentes en los órganos del 
pollo, así como la diferencia en número de las mismas entre los 
grupos controles y los transfectados con Anti-miR-10a, dentro de un 
ruido de fondo proporcionado por el DNA genómico del pollo.  
 
14.1 Cuantificación de la secuencias Alu por PCR a tiempo real. 
La presencia de células humanas metastáticas en los tejidos del 
pollo fue detectada y cuantificada mediante PCR a tiempo real a 
través de las secuencias Alu, exclusivamente de origen humano, 
siguiendo el procedimiento descrito en el laboratorio de la Prof. Dr. 
Heike Allgayer en distintas publicaciones [176]. Para las reacciones 
de PCR se utilizaron los primers YB8-ALU-S68 (5’-
GTCAGGAGATCGAGACCATCCT-3’) (posición 68-90) y YB8-
ALU-AS244 (5’-AGTGGCGCAATCTCGGC-3’) (posición 244-227), 
y la sonda TaqMan(R) YB8-ALU-167 (5’-6-FAM-
AGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGA-TAMRA-3’) (posición 
167-192). Cada reacción de PCR se llevó a cabo utilizando 2x 
TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems), 0.9 M de cada 
primer, 250 nM de sonda TaqMan y 10 g de DNA genómico. Cada 
reacción fue sujeta a un paso de desnaturalización de 95ºC durante 10 
min, seguido de 40 ciclos de amplificación compuestos por 
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desnaturalización a 95 ºC durante 15 s, alineamiento y extensión a 
60ºC durante 1 min. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando el 
sistema Stratagene sequence detection system (Stratagene).  
Para la cuantificación absoluta, DNA genómico procedente de 
las células SH-SY5Y se mezcló con 1 g de DNA genómico de pollo, 
incrementando su cantidad de forma logarítmica, 0.1, 1.0, 10, 100, 
1000, y 10.000 células. Cada PCR se llevó a cabo en triplicado, para 
cada uno de los estándar, al igual que cada una de las muestras 
experimentales. Los datos procedentes de las PCRs fueron exportados 
desde el software Stratagene MaxPro (Stratagene) a una hoja Excel, 
donde se calculó la media y la desviación estándar para cada uno de 
los puntos de la curva estándar y se representó la misma. La opción de 
ajuste a una línea de tendencia rectilínea y su correspondiente 
ecuación, nos permitió interpolar el número absoluto de células 
humanas en cada una de las muestras experimentales. 
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1. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DURANTE LA 
DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS SH-SY5Y INDUCIDA POR 
ÁCIDO RETINOICO MEDIANTE LA TECNOLOGÍA DE 
MICROARRAYS 3’IVT (IN VITRO TRANSCRIPTION). 
EVALUACIÓN DE LA CONTRIBUCIÓN DE DISTINTAS VÍAS 
DE SEÑALIZACIÓN EN LA EXPRESIÓN DE ALGUNOS 
GENES 
 
1.1 Planteamiento del experimento con microarrays 3’IVT 
En una primera aproximación, se analizó la expresión génica en 
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas con RA 1 M 
durante 0.5, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 h, partiendo de un número reducido de 
réplicas para cada condición. Al realizar el análisis de los datos, se 
identificaron que la mayoría de los cambios de expresión ocurrían 
esencialmente a los 30 min, 6 y 24 h del tratamiento. En base a estos 
resultados preliminares, el primer punto del trabajo pretendía estudiar 
la expresión génica mediada por RA centrándonos en estos tiempos de 
tratamiento. Para dilucidar los efectos del RA sobre la expresión 
génica, se analizaron los niveles de expresión de 14.500 genes en  
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas con RA 1 M 
durante 0.5, 6 y 24 h, usando el modelo de chip Human Genome 
U133A 2.0 de Affymetrix. Para ello, se prepararon las muestras de 
RNA y se entregaron al servicio GeneChips de la Facultad de 
Medicina de la Universidad de Valencia. Los datos obtenidos por el 
servicio se analizaron con el paquete GeneSpring GX en su versión 
7.3.1. Los primeros pasos del análisis se corresponden con la 
corrección de fondo, normalización y sumarización de los datos. 
Seguidamente, un análisis de varianza (ANOVA) permitió seleccionar 
de los genes presentes, aquellos cuyo cambio en el nivel de expresión 
entre cualquiera de los distintos tiempos de tratamiento 
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con RA fuese estadísticamente significativo (FDR≤0.05). Para 
comprobar si la selección de los genes había sido acertada, se evaluó 
el comportamiento entre las distintas réplicas de cada condición de 
tratamiento mediante un análisis de componentes principales (PCA). 
Posteriormente, se procedió a identificar posibles patrones de 
expresión, por lo que se sometió este grupo de genes a dos tipos de 
clusters, jerárquico y k-means. Los genes contenidos en cada uno de 
los patrones fueron descritos funcionalmente, empleando la base de 
datos del Gene Ontology, así como la herramienta GSEA (Gene Set 
Enrichment Analysis). Finalmente, se seleccionaron un grupo de genes 
de cada patrón y se validaron por RT-PCR a tiempo real (figura 16).  
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Figura 16. Diagrama de flujo del experimento con microarrays. 
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1.2 Gráficos de normalización 
En el primer paso del análisis, se ha utilizado el algoritmo GC-
RMA para corregir el fondo, normalizar y sumarizar los valores PM, 
partiendo de las medidas de intensidad del conjunto de sondas de cada 
gen [177-178].  
En la corrección del fondo, se elimina tanto la contribución del 
ruido de fondo como de las uniones no específicas. Esto se consigue 
restando al valor PM el valor MM del correspondiente par. 
Por otra parte, para que los valores PM de un gen puedan 
compararse entre los distintos chips, es necesario que estos valores 
sean normalizados. Con el paso de normalización que incluye el 
algoritmo, se consigue que no se obtengan valores negativos que 
pueden afectar en el posterior análisis y además permite que los 
valores de expresión dentro de un chip sean comparables dividiendo 
dichos valores por la mediana de todos los valores de expresión del 
chip. Tras aplicar el algoritmo GC-RMA será necesario un último 
paso de normalización, en el que conseguimos que el valor de 
expresión de un gen a lo largo de los distintos chips se encuentre 
centrado en 1, dividiendo para ello dicho valor por la mediana de 
todos los valores de expresión de dicho gen. De esta forma, se asegura 
que los genes que no muestran ningún cambio a lo largo de las 
distintas condiciones consigan un valor de expresión de 1, permitiendo 
una detección fácil de los genes expresados diferencialmente. 
Una vez que a los valores de PM se les ha corregido el fondo y 
han sido normalizados, requieren ser sumarizados, de forma que el 
resultado sea una única medida por gen y por chip. La sumarización 
por lo tanto consiste en dar un único valor de intensidad a la expresión 
del gen. Este valor se obtiene del promedio de las diferencias PM-MM 
de las sondas que lo representan. 
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Una herramienta de visualización que permite observar los 
resultados tras la normalización es la representación mediante 
diagrama de cajas. En este diagrama, cada caja nos representa 
gráficamente los estadísticos descriptivos (media, mediana, 
percentiles, etc.) para los datos de un chip. En este tipo de 
representación, la línea central de la caja indica la posición de la 
mediana, el extremo superior nos marca el tercer cuartil y el extremo 
inferior el primer cuartil, de forma que la caja contiene el 50% de los 
datos entorno a la mediana. Además la gráfica muestra dos líneas que 
parten de los extremos del rectángulo, cuya longitud no supera 1,5 
veces el rango intercuartílico y que intentan alcanzar los valores 
mínimo y máximo observados. Los puntos representados por debajo o 
por encima de estas líneas se conocen bajo el nombre en inglés de 
outliers. Son medidas con un comportamiento diferente comparado 
con la mayoría de las observaciones debido posiblemente a un registro 
incorrecto de los datos o algún defecto en las sondas. 
En la figura 17A se representa el diagrama de cajas que se 
obtiene para los datos de nuestra colección de chips tras aplicar el 
algoritmo GC-RMA. Como podemos apreciar en la figura, con el 
algoritmo hemos conseguido que todos los chips muestren una 
distribución similar, aunque todavía no centrada en 1. Esto último se 
consigue al aplicar el segundo paso de normalización, de forma que 
todos los chips muestran una mediana entorno a 1 (figura 17B). 
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A) 
 
B) 
 
Figura 17. Diagrama de cajas tras aplicar el algoritmo GC-RMA (A) y 
adicionalmente un segundo paso de normalización (B) a los datos de nuestra 
colección de chips. Cada caja se corresponde con un chip, de forma que ordenados 
de izquierda a derecha se encuentran las cuatro réplicas de las distintas condiciones 
(control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6 h: 8, 9, 10, 11  y 24 h: 12, 13, 14, 15 de 
tratamiento con RA 1 M). 
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1.3 Análisis de varianza (ANOVA)  
El análisis de varianza (ANOVA) analiza el efecto de una o más 
variables cualitativas (factores) sobre una variable cuantitativa 
(variable dependiente) bajo los siguientes supuestos: 
 La variable dependiente en cada una de los grupos definidos por 
los niveles del factor sigue una distribución normal. 
 Homocedasticidad: es decir, existe una homogeneidad de las 
varianzas. 
Concretamente asocia una probabilidad (p-valor) a la hipótesis 
nula de que las posibles diferencias entre las medias de los grupos a 
comparar es debida al azar. Cuando dicha probabilidad es 
suficientemente pequeña (normalmente menor a 0.05), se considera 
que las diferencias antes citadas se deben al efecto del factor o 
factores sobre la variable dependiente y no al azar.  
En nuestro caso, quisimos analizar el efecto del tiempo de 
tratamiento con RA 1 M (nuestro factor) sobre la expresión génica 
(nuestra variable dependiente). Con el análisis de la varianza se asigna 
un p-valor a cada gen, de forma que cuando un gen posee un p-valor 
suficientemente menor (generalmente se toma menor a 0.05), se 
considera que las diferencias en la expresión de dicho gen 
identificadas al comparar los distintos grupos (definidos por los 
tiempos de tratamiento) no se deben al azar, sino al efecto del factor, 
en este caso, al tiempo del tratamiento. 
Debido al considerable número de valores empleados en el 
análisis, la selección arbitraria de genes con un p-valor inferior a 0.05 
proporciona todavía un gran número de falsos positivos. Por ello, el 
programa al realizar el ANOVA, no sólo facilita un p-valor para cada 
gen sino que además proporciona un p-valor corregido, conocido 
como Benjamini and Hochberg false discovery rate o FDR 
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(Benjamini y Hochberg, 1995; [179]. El  procedimiento de Benjamini 
y Hochberg consigue reducir el número de falsos positivos, por lo que 
el valor FDR proporcionado resulta ser una referencia más 
aconsejable en la búsqueda de genes significativos. Como resultado se 
obtiene una lista de genes ordenada según el valor FDR. De la lista de 
genes, escogimos los genes con un p-valor FDR inferior o igual a 
0.05, que fueron un total de 140 genes. En la tabla 1 del anexo 1 se 
detalla los genes seleccionados indicando el símbolo, el nombre y el 
valor FDR.  
Para comprobar si la selección de los genes había sido correcta, 
pasamos a ver si dichos genes seguían un comportamiento similar 
entre las cuatro réplicas de cada condición de tratamiento, de forma 
que se agrupasen de forma equivalente en el espacio. Para ello, se 
llevó a cabo un análisis de componentes principales a partir de los 
genes seleccionados del ANOVA. 
El Análisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica 
estadística que reduce la dimensionalidad de un conjunto de datos sin 
que se pierda demasiada información. El objetivo es la identificación 
de variables clave (componentes principales) que mejor expliquen las 
diferencias entre los datos. Estos componentes principales deben 
recoger toda la varianza de las variables originales como sea posible, 
serán una combinación lineal de las variables originales, y además 
serán independientes entre sí. Esta representación permite ver la 
complejidad de los datos en un espacio bi- o tridimensional y 
visualizar los grupos de genes. 
En la representación PCA de la figura 18, el grupo de genes 
seleccionados del ANOVA para cada réplica viene representado por 
un punto. Según esto, puede verse que las cuatro réplicas de cada 
condición se agrupan de forma similar en el espacio, destacando tal 
vez cierta variabilidad entre los cuatro controles (puntos rojos). 
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Además en la figura se resalta cierta proximidad entre  las condiciones 
control y 0.5 h de tratamiento y una mayor diferencia de las 
condiciones 6 y 24 h con respecto a estas últimas.  
 
Figura 18. Análisis de Componentes Principales (PCA). El grupo de genes 
seleccionado del ANOVA para cada réplica viene representado por un punto. Los 
puntos de una misma condición poseen el mismo color (rojo: control, amarillo: 0.5 
h, azul claro: 6 h, azul oscuro: 24 h de tratamiento con RA 1 M). Para una mejor 
visualización de los puntos se ha indicado mediante flechas del color 
correspondiente la ubicación de los mismos en la figura. 
 
Una vez confirmado el comportamiento similar de las réplicas, 
los datos de expresión de estos genes se utilizaron posteriormente para 
la elaboración de un cluster jerárquico.  
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1.4 Cluster jerárquico 
 La realización de un clustering jerárquico es la estrategia 
habitual a realizar tras la obtención de los genes diferencialmente 
expresados, con el objetivo de identificar posibles patrones de 
expresión [180-181]. Se trata de un método determinista que estudia la 
relación entre la expresión de los genes mediante una matriz de 
distancias [182]. Estas distancias marcan el grado de similitud entre 
los genes y existen de dos tipos: la distancia Euclidea que depende de 
las diferencias punto a punto y responde a diferencias absolutas y la de 
correlación, que responde a diferencias en la tendencia o perfil de 
expresión. Dado que la distancia de correlación generalmente tiene un 
significado más biológico, es la que se ha utilizado para medir la 
similitud en la expresión de los genes del conjunto. 
En el desarrollo del clustering jerárquico se establece pequeños 
grupos de genes que tienen un patrón de expresión común y 
posteriormente se va construyendo un dendograma (representación 
grafica de un grupo de relaciones basadas en la cercanía o similitud 
entre los datos) de forma secuencial. Para ello, se separa cada gen en 
un nodo diferente, se calcula la distancia entre los dos genes más 
próximos y se juntan en un cluster. Entonces se vuelve a calcular la 
matriz de distancias sustituyendo los dos patrones que se han unido 
por el promedio de ambos. Este proceso se repite hasta que todos los 
elementos quedan unidos. El resultado final es un árbol o dendograma 
que establece una relación ordenada de los grupos previamente 
definidos y la longitud de sus ramas es una representación de la 
distancia entre los distintos nodos del mismo.   
Este algoritmo de agrupamiento jerárquico puede ser 
aglomerativo si separa inicialmente todos los genes y, posteriormente, 
los va agrupando para construir clusters más grandes, o divisivo, si 
agrupa inicialmente todos los genes en un único cluster y 
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sucesivamente los va separando hasta que cada uno se encuentre 
aislado como una entidad. Es decir, el método divisivo va 
identificando aquellos genes con un patrón más diferente para 
separarlos en el espacio lo más posible. 
Al realizar un clustering jerárquico aglomerativo para nuestro 
grupo de genes diferencialmente expresados, se obtuvo el árbol 
representado en la figura 19. En esta representación, se distinguen tres 
grupos de genes claramente diferenciados. En la parte superior del 
árbol aparecen genes con una expresión a las 24 h de tratamiento con 
RA (genes de expresión tardía). En la parte central, se posicionan 
genes con una expresión a las 6 h de tratamiento (genes de expresión 
intermedia). Finalmente, en la parte inferior del árbol, se localizan 
genes con una expresión rápida, a los 30 min de tratamiento con RA 
(genes de expresión temprana). 
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                                      1     2    3     4     5     6    7     8     9   10   11   12   13   14  15   16    
Figura 19. Análisis de clustering jerárquico para los genes diferencialmente 
expresados. Cada columna se corresponde con los datos de expresión de un chip, de 
forma que ordenados de izquierda a derecha se encuentran las cuatro réplicas de las 
distintas condiciones (control: 1, 2, 3, 4; 0.5 h: 5, 6, 7, 8; 6 h: 9, 10, 11, 12  y 24 h: 
13, 14, 15, 16 de tratamiento con RA 1 M). El color rojo indica valores de 
expresión altos y el azul valores bajos.  
 
1.5 K-means de los genes seleccionados del ANOVA  
Otra herramienta dirigida al descubrimiento de genes 
coexpresados es el clustering no jerárquico por K-means. Se trata de 
un método ampliamente utilizado en el análisis de datos. En este caso 
el algoritmo comienza a calcular la matriz de distancias a partir de un 
número predefinido de clusters y van recolocando de forma iterativa 
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los genes en los diferentes grupos hasta minimizar la dispersión 
interna de cada cluster. Esta arbitrariedad para predefinir el número de 
clústers hace que sea necesaria una aproximación de prueba y error, 
seguida de una validación para tratar de encontrar el resultado 
biológico más razonable. 
El algoritmo concretamente comienza con una muestra de “k” 
genes elegidos al azar de la matriz original de datos. Cada uno de ellos 
se utiliza como el centroide inicial de los “k” clusters que se van a 
formar. La matriz de distancias se calcula desde dicho centroide hasta 
cada uno de los genes de la matriz de datos y cada uno de ellos será 
asignado de esta forma al centroide más cercano. Entonces la matriz 
de distancias se recalcula reemplazando cada centroide por la media 
de los genes asignados a él y el algoritmo repite entonces el proceso 
anterior.  
Como el árbol jerárquico mostraba tres grupos claramente 
diferenciados, se realizó un agrupamiento por K-means de 3 clusters. 
Con este agrupamiento, comprobamos que los perfiles de expresión de 
los genes contenidos en cada uno de ellos se ajustaban bien a un 
mismo patrón de expresión (figuras 20B, 21B y 22B) y se 
correspondían con las regiones identificadas en el árbol jerárquico 
(figuras 20A, 21A y 22A). Estos tres patrones responden a una 
inducción de la expresión génica a los 30 min, 6 y 24 h de tratamiento 
con RA, respectivamente (figuras 20B, 21B y 22B). De esta forma, 
generalizando, hablaríamos de tres oleadas de expresión que 
corresponden a una expresión temprana (34 genes), intermedia (39 
genes)  y tardía (67 genes) de genes. Las listas de los genes de cada 
patrón de expresión se recogen en las tablas 2A, 2B y 2C del anexo 2. 
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Figura 20. Cluster de genes expresados a los 30 min de tratamiento con RA 1 
M. A. Niveles de expresión de los genes del cluster vistos en el árbol jerárquico. 
Cada columna se corresponde con los datos de expresión de un chip, de forma que 
ordenados de izquierda a derecha se encuentran las cuatro réplicas de las distintas 
condiciones (control: 1, 2, 3, 4; 0.5 h: 5, 6, 7, 8; 6 h: 9, 10, 11, 12  y 24 h: 13, 14, 15, 
16 de tratamiento con RA 1 M). El color rojo indica valores de expresión altos y el 
azul valores bajos. B. Perfiles de expresión de los genes del cluster. El eje de las 
abscisas indica el número de muestra (control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6 h: 8, 9, 
10, 11  y 24 h: 12, 13, 14, 15 de tratamiento con RA 1 M) y el de ordenadas, la 
intensidad normalizada en escala logarítmica. 
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     A)     
 
B)                                                         1    2    3    4    5    6     7     8    9    10   11  12  13  14  15  16    
 
Figura 21. Cluster de genes expresados a las 6 h de tratamiento con RA 1 M. 
A. Niveles de expresión de los genes del cluster vistos en el árbol jerárquico. Cada 
columna se corresponde con los datos de expresión de un chip, de forma que 
ordenados de izquierda a derecha se encuentran las cuatro réplicas de las distintas 
condiciones (control: 1, 2, 3, 4; 0.5 h: 5, 6, 7, 8; 6 h: 9, 10, 11, 12  y 24 h: 13, 14, 15, 
16 de tratamiento con RA 1 M). El color rojo indica valores de expresión altos y el 
azul valores bajos. B. Perfiles de expresión de los genes del cluster. El eje de las 
abscisas indica el número de muestra (control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6 h: 8, 9, 
10, 11  y 24 h: 12, 13, 14, 15 de tratamiento con RA 1 M) y el de ordenadas, la 
intensidad normalizada en escala logarítmica. 
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Figura 22. Cluster de genes expresados a las 24 h de tratamiento con RA 1 M. 
A. Niveles de expresión de los genes del cluster vistos en el árbol jerárquico. Cada 
columna se corresponde con los datos de expresión de un chip, de forma que 
ordenados de izquierda a derecha se encuentran las cuatro réplicas de las distintas 
condiciones (control: 1, 2, 3, 4; 0.5 h: 5, 6, 7, 8; 6 h: 9, 10, 11, 12  y 24 h: 13, 14, 15, 
16 de tratamiento con RA 1 M). El color rojo indica valores de expresión altos y el 
azul valores bajos.  B. Perfiles de expresión de los genes del cluster. El eje de las 
abscisas indica el número de muestra (control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6 h: 8, 9, 
10, 11  y 24 h: 12, 13, 14, 15 de tratamiento con RA 1 M) y el de ordenadas, la 
intensidad normalizada en escala logarítmica. 
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1.6 Aplicación de filtros a los genes seleccionados del ANOVA 
Especialmente interesante puede resultar la búsqueda de genes 
que manifiestan cambios considerables de expresión durante un 
tratamiento y que están relacionados con cambios biológicos 
significativos. Con este objetivo, se aplicó a los genes seleccionados 
del ANOVA un procedimiento de selección y visualización conocido 
como Volcano Plot. Este algoritmo permite visualizar la expresión 
diferencial de un gen entre dos condiciones mostrando la relación 
entre el cambio de expresión y el significado estadístico marcado por 
el p-valor. En esta representación, el eje y representa el número de 
ceros del p-valor, mientras que el eje de las x indica el logaritmo en 
base dos del valor del cambio de expresión. Esto permite identificar 
fácilmente aquellos genes que sobrepasen un valor determinado de 
cambio de expresión y además que posean un cambio estadísticamente 
significativo dado. De esta forma, para aplicar el algoritmo se deben 
predefinir previamente los valores umbrales de ambos parámetros. En 
nuestro caso, predefinimos como valores umbrales un p-valor de 0.05 
y un valor del cambio de expresión de 2 en cada una de las 
comparaciones. Las comparaciones de interés van a ser control frente 
30 min, control frente 6 h y control frente 24 h, y sus gráficas 
resultantes tras aplicar el algoritmo se ilustran en las figuras 23, 25 y 
27. Como puede apreciarse en estas gráficas, los puntos rojos indican 
los genes que han sobrepasado estos valores umbrales del p-valor y 
del valor del cambio de expresión, que vienen representados por las 
barras verdes vertical y horizontal respectivamente. Estos genes 
vienen detallados en las tablas 3A, 3B y 3C del anexo 3. Además para 
confirmar este comportamiento se ha incluido a continuación los 
gráficos correspondientes a los perfiles de expresión de los genes 
seleccionados (figuras 24, 26 y 28). Como se puede apreciar en las 
gráficas, mientras grupos importantes de genes medianos y tardíos 
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experimentan cambios considerables de expresión, tan sólo un gen 
temprano consigue pasar los filtros impuestos. 
 
Figura 23. Volcano Plot para la comparación control frente 30 min. Los valores 
umbrales predefinidos corresponden a un p-valor de 0.05 y un valor del cambio de 
expresión de 2. 
 
Figura 24. Perfil de expresión del gen seleccionado tras aplicar los filtros en la 
comparación control frente 30 min. El eje de las abscisas indica el número de 
muestra (control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6 h: 8, 9, 10, 11  y 24 h: 12, 13, 14, 15 
de tratamiento con RA 1 M) y el de ordenadas la intensidad normalizada en escala 
logarítmica.   
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Figura 25. Volcano Plot para la comparación control frente 6 h. Los valores 
umbrales predefinidos corresponden a un p-valor de 0.05 y un valor del cambio de 
expresión de 2. 
 
Figura 26. Perfiles de expresión de los genes seleccionados tras aplicar los 
filtros en la comparación control frente 6 h. El eje de las abscisas indica el 
número de muestra (control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6 h: 8, 9, 10, 11  y 24 h: 12, 
13, 14, 15 de tratamiento con RA 1 M) y el de ordenadas la intensidad normalizada 
en escala logarítmica.  
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Figura 27. Volcano Plot para la comparación control frente 24 h. Los valores 
umbrales predefinidos corresponden a un p-valor de 0.05 y un valor del cambio de 
expresión de 2. 
 
Figura 28. Perfiles de expresión de los genes seleccionados tras aplicar los 
filtros en la comparación control frente 24 h. El eje de las abscisas indica el 
número de muestra (control: 0, 1, 2, 3; 0.5 h: 4, 5, 6, 7; 6  h: 8, 9, 10, 11  y 24 h: 12, 
13, 14, 15 de tratamiento con RA 1 M) y el de ordenadas la intensidad normalizada 
en escala logarítmica. 
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1.7 Descripción funcional de los genes seleccionados del ANOVA 
Con el objetivo de asignar los procesos biológicos en los que 
están implicados los genes de cada uno de los patrones de expresión, 
así como identificar su localización o asociación con los distintos 
componentes celulares y su función molecular, estos genes se 
describieron dentro de las tres categorías de la base de datos del Gene 
Ontology (The Gene Ontology Consortium, 1998, 2004): proceso 
biológico, componentes celulares y funciones moleculares.   
En las tablas 4A, 4B y 4C del anexo 4 se recogen una 
descripción detallada de los procesos biológicos en los que se ven 
implicados los genes de cada patrón de expresión. Si analizamos los 
resultados para los genes de expresión temprana, resalta la implicación 
en el proceso de apoptosis y su regulación, homeostasis catiónica, 
procesamiento del RNA, metabolismo de esfingolípidos, biosíntesis 
de nucleósidos y transporte de aminoácidos. En cambio, en el patrón 
de expresión mediana, empieza a ser notoria la participación de genes 
en procesos de desarrollo, diferenciación, ensamblaje ribosomal, 
metabolismo del RA, señalización por el receptor de RA, señalización 
por proteínas Frizzled, biogénesis y organización de los centros 
organizadores de microtúbulos, ruta de señalización mediada por 
integrinas, regulación del metabolismo de nucleósidos y activación del 
factor de transcripción NF-B. De los genes del patrón de expresión 
tardía, resalta su implicación en el metabolismo, especialmente de 
lípidos y oligosacáridos, en quimiotaxis, movimiento celular, 
regulación negativa de la actividad MAPK,  transporte desde el 
Aparato de Golgi hasta la membrana plasmática y transporte 
retrogrado, establecimiento y mantenimiento de la polaridad del 
citoesqueleto y mitosis. 
Si se analiza la ubicación de los productos de los genes de cada 
patrón, vemos que la localización de los productos génicos del patrón 
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de expresión temprana (tabla 4D), se centra en varios complejos 
proteicos como: los complejos proteasoma, activador del proteasoma 
y  exosoma (degradación RNA) y los complejos ribonucleasa P y 
espliceosoma. Además también destaca la localización en nucleolo y 
en caveolas. En cambio, los productos génicos del patrón de expresión 
mediana (tabla 4E) se localizan especialmente en la membrana externa 
de la mitocondria, en el centro organizador de microtúbulos y en 
complejos integrina y receptor. Finalmente en el patrón de expresión 
tardía (tabla 4F) destaca una localización preferente en sistema de 
endomembranas, membrana nuclear externa, vacuolas, lisosomas y 
complejo interleuquina 12.   
Por último, del estudio de las funciones moleculares para los 
genes de cada patrón, se destacan actividades de unión, catalíticas y de 
transporte en todos los patrones. Para el patrón de expresión temprana 
(tabla 4G), aparecen actividades de procesamiento y degradación de 
RNA, síntesis de esfingolípidos y proteosoma. En cambio, entre las 
actividades de los genes que conforman el patrón de expresión 
mediana (tabla 4H) destaca las relacionadas con regulación 
transcripcional y señalización por distintos receptores. Finalmente, del 
patrón de expresión tardía aparecen actividades vinculadas a 
metabolismo, quimiotaxis y transporte (tabla 4I).   
En la base de datos del Gene Ontology se incluyen todos los 
genes, muchos de los cuales no disponen de información o su 
anotación no resulta ser del todo fiable por la falta de evidencias 
experimentales, o bien porque estas evidencias no se basan en estudios 
directos del gen. Esto genera sesgos en la descripción funcional de 
grupos de genes. Un procedimiento que permite salvar este 
inconveniente es el análisis conocido como GSEA (Gene Set 
Enrichment Analysis). En este caso se eligen un grupo de genes bien 
definidos dentro de un proceso y se determina si presenta diferencias 
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de expresión estadísticamente significativas al comparar dos 
condiciones de tratamiento [183]. Para ello, este procedimiento ordena 
los genes seleccionados del ANOVA según la correlación entre sus 
valores de expresión y su diferencia entre las dos condiciones 
utilizando para ello distancias. De esta forma, se obtiene una lista 
donde encontramos arriba genes sobreexpresados en la primera 
condición respecto la segunda condición, ordenados de mayor a menor 
diferencia de expresión, y abajo los genes sobreexpresados en la 
segunda condición respecto la primera condición, ordenados de menor 
a mayor diferencia de expresión. El objetivo del GSEA es determinar 
si los miembros del grupo de genes definido se encuentran en la lista 
ordenada de genes y si se distribuyen aleatoriamente a lo largo de la 
lista ordenada de genes o lo hacen arriba o debajo de la lista. Aquellos 
grupos de genes definidos que presenten diferencias significativas 
entre ambas condiciones mostraran esta última distribución. De esta 
forma, con este procedimiento, conseguimos identificar entre nuestros 
genes la presencia de grupos enriquecidos en algún proceso. 
El principal resultado de este análisis es el Enrichment Score 
(ES), que refleja el grado en el que un conjunto de genes está 
sobrerepresentado en la parte superior (genes sobrexpresados en la 
primera condición respecto la segunda condición ) e inferior (genes 
sobreexpresados en la segunda condición respecto la primera 
condición) de la lista ordenada. El algoritmo calcula el ES 
desplazándose por la lista e incrementando un estadístico cuando el 
gen se encuentra en el grupo de genes definido y disminuyéndolo 
cuando no está presente. La magnitud del incremento depende de la 
correlación del gen con la condición. De esta forma, al final 
obtenemos un valor  ES que corresponde a la máxima desviación 
desde cero encontrada. Un valor positivo de ES indica un 
enriquecimiento del grupo con genes de la parte superior de la lista 
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ordenada (genes sobrexpresados en la primera condición respecto la 
segunda condición), mientras que un valor negativo correspondería a 
un enriquecimiento con genes de la parte inferior (genes 
sobrexpresados en la segunda condición respecto la primera 
condición). 
En este análisis, las gráficas de enriquecimiento proveen una 
visión gráfica del ES para un grupo de genes. En estas gráficas 
(figuras 29A, 29B, 29C y 29D) la parte de superior se indica el valor 
del ES para el grupo de genes a medida que nos desplazamos por la 
lista ordenada (Running ES). El valor del pico máximo o mínimo en la 
gráfica superior corresponde respectivamente a un valor ES positivo o 
negativo para el grupo de genes. La parte media de la gráfica ilustra la 
ubicación de los miembros del grupo de genes en la lista ordenada. 
Los genes que contribuyen más al valor de ES (Core Enrichment) se 
localizan, en el caso de un ES positivo, en el tramo de la lista 
ordenada anterior al pico máximo y, en el caso de un valor ES 
negativo, en el tramo de la lista posterior al pico mínimo. La parte 
inferior de la gráfica se representa el valor de la distancia a medida 
que nos desplazamos por la lista de genes ordenada. Esta distancia 
mide la correlación de un gen con una condición y va de valores 
positivos, que indican correlación con la primera condición 
(sobrexpresado en la primera condición respecto la segunda 
condición), a valores negativos, que indican correlación con la 
segunda condición (sobrexpresado en la primera condición respecto la 
segunda condición). Las figuras 29A, 29B, y 29C/D muestran los 
resultados obtenidos tras comparar los controles (condición 1) con las 
condiciones 30 min, 6 y 24 h de tratamiento con RA, respectivamente 
(condiciones 2).  
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Figura 29. Gráficas de enriquecimiento para las comparaciones control 
(condición 1) frente las condiciones 30 min (A), 6 (B)  y 24 h de tratamiento con 
RA (C y D), respectivamente (condiciones 2). La parte de superior de la gráfica se 
indica el valor del ES para el grupo de genes a medida que nos desplazamos por la 
lista ordenada (Running ES). La parte media ilustra la ubicación de los miembros del 
grupo de genes definido en la lista ordenada. La parte inferior de la gráfica se 
representa el valor de la distancia a medida que nos desplazamos por la lista de 
genes ordenada. 
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Al comparar los controles contra los 30 min hemos identificado 
un grupo de genes sobreexpresados en los controles (ES positivo), 
relacionados con la diferenciación in vitro de monocitos cultivados 
con el factor de crecimiento hepático (HGF) hacia células accesorias 
con morfología de célula dendrítica (figura 29A). Del estudio de los 
controles frente las 6 h, identificamos un grupo de genes 
sobreexpresados en las células tratadas con RA durante 6 h (ES 
negativo), relacionados con la diferenciación de células CD31- hacia 
células con características neuronales (figura 29B). Finalmente, al 
comparar el control con las 24 h de tratamiento encontramos además 
de un grupo de genes relacionado con el mismo proceso de 
diferenciación anterior (figura 29C), otro grupo de genes 
sobreexpresados en las células tratadas con RA durante 24 h (ES 
negativo) relacionado con la diferenciación de células T CD4(+) 
(figura 29D). Las tablas 5A, 5B, 5C y 5D del anexo 5 detallan la lista 
de los grupos de genes obtenidos en cada comparación.   
 
1.8 Validación de los genes por PCR cuantitativa 
Para la validación de algunos de los resultados obtenidos en los 
chips, se eligieron 4 genes de cada patrón de expresión y se realizaron 
los ensayos de RT-PCR a tiempo real correspondientes utilizando la 
actina como control endógeno. Como veíamos en el árbol jerárquico o 
en el K-means y comprobado mediante la imposición de filtros, los 
genes contenidos en el patrón de expresión temprana no se 
caracterizan por sufrir cambios muy notables de expresión durante el 
tratamiento con RA. Debido a esto, la validación la hemos centrado en 
los patrones de expresión mediana y tardía. Concretamente, se estudió 
la expresión de los genes: integrina beta 5 (ITGB5), neuron navigator 
2 (NAV2), receptor de Ácido Retinoico beta (RARB), proto-oncogen 
ret (RET), pertenecientes al grupo de genes de expresión mediana, y 
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de los genes, B-Cell CLL/linfoma 2 (BCL2), fosfatasa de doble 
especificidad 6 (DUSP6), neuritin 1 (NRN1), receptor neurotrófico 
tirosin quinasa beta o tipo 2 (NTRK2), pertenecientes al grupo de 
expresión tardía. La cuantificación relativa de la expresión de dichos 
genes se llevó a cabo por el método de la segunda derivada 2-∆∆Ct. Los 
resultados obtenidos por RT-PCR a tiempo real (Figuras 30 y 31) 
confirman los perfiles de expresión obtenidos en el análisis de los 
chips en la totalidad de los genes estudiados. Además aprueban los 
dos grupos de expresión claramente diferenciados obtenidos en el 
análisis: los genes de expresión mediana, que se inducen a las 6 h de 
tratamiento con RA y los genes de expresión tardía inducidos a las 24 
h de tratamiento. 
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Figura 30. Cuantificación relativa por RT-PCR a tiempo real de la expresión de 
los genes medianos: ITGB5, NAV2, RARB y RET. En el eje de abscisas, el 
tiempo de tratamiento con RA 1 M (h), en el eje de ordenadas, el cambio de 
expresión relativa respecto a la muestra control (0 h de tratamiento) calculado como 
2−∆∆Ct. 
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Figura 31. Resultados RT-PCR a tiempo real para los genes tardíos: BCL2, 
DUSP6, NRN1 y NTRK2. En el eje de abscisas, el tiempo de tratamiento con RA 1 
M (h), en el eje de ordenadas, el cambio de expresión relativa respecto a la muestra 
control (0 h de tratamiento) calculado como 2−∆∆Ct. 
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1.9 Estudio de posibles interacciones entre la activación de vías de 
señal por RA (acciones no transcripcionales del RA) y la 
activación transcripcional mediada por RAR (acciones 
genómicas).  
Tradicionalmente las acciones genómicas y no transcripcionales 
de hormonas se han considerado dos rutas independientes. Sin 
embargo, hay evidencias que confirman la existencia de conexiones 
entre la activación rápida de vías de señal y la activación 
transcripcional mediada por receptores de hormonas esteroideas [184]. 
Estas conexiones pueden ocurrir de distintas maneras: la cascada de 
señalización puede conducir a una fosforilación de factores de 
transcripción, coreguladores, etc., entre los que podría incluirse el 
mismo receptor [75, 115, 117] o bien a la fosforilación de 
componentes de la cromatina que participan en transcripción, histonas 
[185-186] o no histonas. 
Como parte de una primera aproximación, se planteó estudiar el 
efecto de los inhibidores de distintas rutas de señalización sobre la 
regulación mediada por los receptores nucleares del RA de los genes 
medianos  RARB,  NAV2 y RET. Con este propósito se cuantificó su 
expresión relativa por RT-PCR a tiempo real en células SH-SY5Y a 
los 30 min y 6 h de tratamiento con RA 1M, con y sin un tratamiento 
previo de inhibidores para las rutas de señalización PI3K/AKT (LY-
294,002), MAPK p38 (SB 203580) y MAPK ERK1/2 (UO126). 
En este ensayo se observó que el tratamiento con el inhibidor de 
la ruta PI3K/AKT conduce a un aumento de la expresión de RARB,  
mientras que los inhibidores para otras rutas no ejercen ningún efecto 
(figura 32A).  Este resultado sugiere que, en condiciones normales, la 
activación de la ruta PI3K/AKT regula negativamente la expresión de 
RARB. Al analizar la regulación de NAV2 observamos de nuevo un 
efecto negativo de la PI3K/AKT similar al visto para RARB. En 
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cambio, la MAPK ERK1/2 parece ejercer un efecto contrario (figura 
32B). Finalmente, en la regulación de RET parece estar implicadas las 
tres rutas. Por un lado, las rutas PI3K/AKT y MAPK ERK1/2 ejercen 
efectos opuestos en la expresión del gen similares a los observados 
para  NAV2. Además la activación de la  MAPK p38 parece también 
regular negativamente la expresión de RET (figura 32C).  
A) 
RARB
0
5
10
15
20
25
30
C
C+
RA
 (0
,5h
)
C+
RA
 (6
h)
C+
LY
C+
LY
+R
A (
0,5
h)
C+
LY
+R
A (
6h
)
C+
SB
C+
SB
+R
A (
0,5
h)
C+
SB
+R
A (
6h
)
C+
UO
C+
UO
+R
A (
0,5
h)
C+
UO
+R
A (
6h
)
t (h) 
x-fold
 
B) 
NAV2
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
C
C+
RA
 (0
,5h
)
C+
RA
 (6
h)
C+
LY
C+
LY
+R
A (
0,5
h)
C+
LY
+R
A 
(6h
)
C+
SB
C+
SB
+R
A (
0,5
h)
C+
SB
+R
A (
6h
)
C+
UO
C+
UO
+R
A (
0,5
h)
C+
UO
+R
A (
6h
)
t (h) 
x-fold
 
                    Resultados 
 
 - 141 - 
 
 
C) 
RET
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
C
C+
RA
 (0
,5h
)
C+
RA
 (6
h)
C+
LY
C+
LY
+R
A 
(0,
5h
)
C+
LY
+R
A (
6h
)
C+
SB
C+
SB
+R
A (
0,5
h)
C+
SB
+R
A (
6h
)
C+
UO
C+
UO
+R
A (
0,5
h)
C+
UO
+R
A (
6h
)
t (h)
x-
fo
ld
 
Figura 32. Efecto de los inhibidores de las rutas de señalización PI3K/AKT 
(LY-294,002; rojo), MAPK p38 (SB 203580; amarillo) y MAPK ERK1/2  
(UO126, azul claro) sobre la expresión de RARB (A), NAV2 (B) y RET (C). En 
azul oscuro se indica la expresión de los genes sin un pretratamiento con 
inhibidores. Los pretratamientos con los inhibidores se realizaron durante 30 min, a 
una concentración final de 10 M. En el eje de abscisas, el tiempo de tratamiento 
con RA 1 M (h), en el eje de ordenadas, el cambio de expresión relativa respecto a 
la muestra control (0 h de tratamiento) calculado como 2−∆∆Ct.  
 
En base a los resultados obtenidos, resulta especialmente 
interesante el efecto inhibitorio en la expresión desencadenado por la 
activación de la PI3K/AKT, dado que es común en los tres genes y se 
observa a las 6 h de tratamiento. En cuanto a las diferencias 
encontradas en la regulación de los tres genes estudiados, éstas pueden 
deberse a las diferencias entre los propios promotores. Mientras que 
RARB presenta un promotor más sencillo que incluye un elemento 
RARE, el promotor de RET incluye otros elementos de regulación, lo 
que sugiere una regulación más compleja. 
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Para comprobar que este aumento en la expresión debido al 
tratamiento con el inhibidor de la ruta PI3K/AKT no es resultado de 
una estabilización del mRNA, se llevó a cabo un estudio de la 
estabilidad del mRNA RARB utilizando el inhibidor de la 
transcripción Actinomicina D (AMD) y la técnica de RT-PCR a 
tiempo real (figura 33). Al evaluar la cinética de desaparición del 
mRNA de RARB tras el bloqueo de la transcripción con el inhibidor 
AMD, observamos que el tratamiento con el inhibidor de la ruta 
PI3K/AKT sigue una cinética equivalente a la cinética del control, lo 
que indica que la estabilidad del mRNA de RARB no se ve alterada 
por dicho tratamiento. Esto sugiere que en condiciones normales el 
efecto inhibitorio en la expresión desencadenado por la activación de 
dicha ruta se debe a un descenso en la tasa de transcripción sin afectar 
a la estabilidad del mRNA. Este efecto podría justificarse por 
fosforilación de algún componente transcripcional como puede ser el 
propio receptor o algún corregulador. 
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Figura 33. Estudio de la estabilidad del mRNA RARB con Actinomicina D 
(AMD). Las células SH-SY5Y se pretrataron con LY -294,002 o un vehículo a una 
concentración final de 10 M, durante 30 min. A continuación se trataron con RA 1 
M. A las 6 h de tratamiento con RA, se bloqueó la transcripción añadiendo al 
medio AMD a concentración 1g/mL. En el eje de abscisas, el tiempo de 
tratamiento con RA 1 M (h) tras la adición de AMD 1g/mL, en el eje de 
ordenadas el ratio de los niveles de mRNA RARB respecto al tiempo 0 h.  
 
De esta manera, la ruta de señalización PI3K/AKT parece 
contribuir de alguna forma a la regulación negativa de la transcripción 
de estos genes medianos. Estos resultados aportan nuevas evidencias 
experimentales de la conexión entre ambos tipos de acciones del RA, 
genómicas y no transcripcionales, y plantea  nuevas vías de estudio en 
busca de elemento/s reguladores comunes para el conjunto de genes.  
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2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA Y DE LOS 
EVENTOS DE SPLICING ALTERNATIVO DURANTE LA 
DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS SH-SY5Y INDUCIDA POR 
ÁCIDO RETINOICO MEDIANTE EL EMPLEO DE LOS EXON 
ARRAYS. 
 
2.1 Planteamiento del experimento con los Exon arrays 
En esta segunda parte del trabajo se planteó como objetivo la 
identificación de posibles eventos de splicing alternativo (AS) que 
tienen lugar durante la diferenciación de células SH-SY5Y inducida 
por RA, centrándonos en los tiempos de tratamiento 30 min, 6 y 24 h. 
El modelo de Exon array empleado en el estudio fue el Human Gene 
1.0 ST de Affymetrix. Estos chips no sólo permiten analizar el nivel 
de expresión de 28.869 genes (análisis génico), sino que debido a su 
diseño es posible realizar un análisis a nivel exónico, detectando 
cambios en el uso de los exones y distinguiendo entre diferentes 
isoformas de un gen. Para ello se prepararon las muestras de RNA y se 
entregaron al servicio GeneChips de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Valencia. Los datos obtenidos por el servicio se 
analizaron con el software Partek Genomics Suite en su versión 6.5. 
Para el análisis, la importación de los datos de los chips en el 
programa se hace de forma conjunta con la aplicación del algoritmo 
RMA para la corrección, normalización de los datos, así como la 
sumarización de las intensidades del conjunto de sondas de cada exón 
en único valor de expresión exónica.  
Aprovechando la bifuncionalidad de estos chips, primero se 
realizó un análisis a nivel génico con el objetivo de confirmar los 
resultados obtenidos en el estudio de la expresión génica del primer 
apartado. Este análisis comprendió la visualización de los datos 
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mediante el análisis de componentes principales (PCA), la 
sumarización de los valores de expresión de cada uno de los exones de 
un gen en un único valor de expresión génica, seguido de un análisis 
de la varianza (ANOVA) y la selección de genes con FDR≤0.05. 
Finalmente, se procedió a la búsqueda de los posibles patrones de 
expresión mediante cluster jerárquico, la agrupación génica en clusters 
(K-mean) y la descripción funcional de los genes contenidos en cada 
uno de ellos, empleando la herramienta “Gene Ontology Enrichment” 
y la base de datos DAVID Bioinformatics Resources en su versión 
6.7.  
Posteriormente, se realizó el análisis a nivel exónico para la 
detección de eventos de splicing alternativo mediante un análisis de la 
varianza (alternative splice ANOVA). Este análisis permitió la 
selección de genes con cambios estadísticamente significativos en el 
nivel de expresión de alguno de sus exones en comparación con el 
resto de exones y con los distintos tiempos de tratamiento con RA 
(FDR alt-splicing≤0.05). Además este procedimiento permitió 
establecer una agrupación de genes según su expresión durante el 
tratamiento con RA y su probabilidad de sufrir AS. 
 
2.2 Análisis  génico 
El Análisis de Componentes Principales (PCA) nos permitió 
visualizar rápidamente el comportamiento de los datos de expresión 
exónica, de forma que cada muestra viene representada por un punto. 
La agrupación en el espacio de las muestras nos informa de la 
similitud entre las mismas. Como podemos observar en la 
representación PCA de la figura 34, las tres réplicas de cada condición 
se agrupan de forma similar en el espacio, destacando la proximidad 
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entre  las condiciones 0 y 0.5 h, y 6 y 24 h de tratamiento 
respectivamente. 
 
Figura 34. Análisis de Componentes Principales. Los datos de expresión exónica 
para cada réplica viene representado por un punto. Los puntos de una misma 
condición poseen el mismo color (rojo: control, azul: 0.5 h, verde: 6 h, rojo: 24 h de 
tratamiento con RA 1 M).  
 
Una vez comprobado el comportamiento de los datos, los 
valores de expresión detectados para cada exón deben ser resumidos 
en un único valor de expresión génica.  Para ello, es necesario conocer 
la composición de sondas para cada gen, una información facilitada 
por Affymetrix a través del archivo “meta-probeset”. Para la 
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obtención de ese único valor por gen y por chip se realizó una media 
de los valores de expresión de todos los exones de ese gen. 
Seguidamente, con un análisis de la varianza (ANOVA) conseguimos 
analizar el efecto del tiempo de tratamiento con RA 1 M sobre la 
expresión génica, de forma que el p-valor o p-valor corregido (FDR) 
asignado a cada gen nos indica si las diferencias en la expresión de 
dicho gen identificadas al comparar los distintos tiempos de 
tratamiento no se deben al azar, sino al efecto del tiempo del 
tratamiento. Como resultado se obtuvo una lista de genes con una 
expresión diferencial con el tratamiento con RA ordenada según su p-
valor. De la lista de genes escogimos aquellos con un p-valor FDR 
inferior o igual a 0.05, que resultaron ser un conjunto de 10.229 genes 
(anexo 6, tabla 6A). Este número contrasta con los sólo 140 genes 
identificados en el análisis de la expresión génica del primer apartado. 
Ambos grupos comparten 94 genes, entre los que se encuentran 
muchos genes “clásicos” con una expresión diferencial con el 
tratamiento de RA anteriormente descrita (RARB, RARA, RET, 
MYC, NTRK2, NAV2, etc.) (anexo 6, tabla 6B). Esta diferencia en 
cuanto el gran número de genes puede ser debida al distinto diseño y 
tratamiento de los chips, que permite evaluar aproximadamente el 
doble de genes, así como posibles diferencias existentes entre las 
muestras.  
A continuación, se realizó clustering jerárquico aglomerativo 
con el objetivo de validar los patrones identificados en el primer 
análisis. Del análisis para nuestro grupo de genes diferencialmente 
expresados se obtuvo el árbol representado en la figura 35. Sin 
embargo, en esta representación se distinguen al menos 8 patrones de 
expresión diferentes, entre los que se encuentran los patrones 
identificados en el análisis del primer apartado. En este sentido, en la 
parte inferior se posicionan genes con una inducción a las 6 h  y que 
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se mantiene a las 24 h de tratamiento con RA (semejante al patrón de 
expresión intermedia del primer análisis), seguidos de un grupo de 
genes con una inducción a las 24 h de tratamiento (equivalente al 
patrón de expresión tardía). En la parte central del árbol se encuentran 
genes con una expresión rápida a los 30 min de tratamiento con RA 
(semejante al patrón de expresión temprana). Además, se incluyen 
nuevos perfiles de expresión como se observa en las restantes regiones 
del árbol.   
 
Figura 35. Análisis de clustering jerárquico para los genes diferencialmente 
expresados (FDR < 0.05). Cada columna se corresponde con los datos de expresión 
de un chip, de forma que ordenados de izquierda a derecha se encuentran las tres 
réplicas de las distintas condiciones (0,  0.5,  6  y 24 h de tratamiento con RA 1 M).  
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Para definir con mayor claridad cada uno de los grupos de genes 
coexpresados, se realizó un clustering no jerárquico por K-means. 
Dado que el árbol jerárquico mostraba al menos 8 grupos claramente 
diferenciados, se llevó a cabo un agrupamiento por K-means de 8 
clusters (tabla 7A-H del anexo 7). Los perfiles de expresión para cada 
uno de ellos se ilustran en las siguientes representaciones (figura 36), 
donde se indica la media de las intensidades estandarizadas de todos 
los genes contenidos en cada cluster en el eje de ordenadas y el tiempo 
de tratamiento en el eje de abscisas, para cada una de las réplicas. 
                
            Cluster 1 (1431 genes)            Cluster 2 (826 genes) 
 
            Cluster 3 (971 genes)            Cluster 4 (1691 genes) 
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                 Cluster 5 (1552 genes)                          Cluster 6 (1029 genes) 
 
                 Cluster 7 (1379 genes)                Cluster 8 (1350 genes) 
Figura 36. Perfiles de expresión de los 8 clusters obtenidos en el clustering no 
jerárquico por K-means de los genes diferencialmente expresados (FDR < 0.05). 
Se indica la media de la intensidad estandarizada de todos los genes contenidos en 
un cluster en el eje de ordenadas y el tiempo de tratamiento con RA 1 M en el eje 
de abscisas, para cada una de las réplicas. 
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Al repasar cada uno de los perfiles, observamos que 
efectivamente existen una mayor variedad de perfiles que describen el 
comportamiento del conjunto de datos de expresión génica, que 
contrasta con los 3 únicos patrones de expresión encontrados en el 
primer análisis. De esta manera, se observa que los clusters 1, 2, 4, 6 y 
7 contienen genes con cambios de expresión que se originan de forma 
temprana (a las 0.5  h), siendo tan sólo el cluster 7 el que presenta un 
perfil similar al patrón de expresión temprano del primer análisis. Por 
otro lado, los clusters 5 y 8 forman parte de una repuesta intermedia (a 
las 6  h), donde el cluster 8 se asemeja al patrón de expresión 
intermedia previamente descrito. Finalmente, el cluster 3 reúne los 
genes con una inducción tardía (a las 24 h) y equivale al patrón de 
expresión tardío del primer análisis. Si comprobamos, a continuación, 
la ubicación de los clusters identificados en este segundo análisis en el 
árbol jerárquico (figura 37), se observa que cada cluster se ajusta bien 
a una región concreta y definida en el árbol, quedando bien 
delimitadas sus respectivas fronteras.  
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Figura 37. Ubicación de los 8 clusters de expresión génica en el análisis de 
clustering jerárquico para los genes diferencialmente expresados (FDR < 0.05). 
Cada columna se corresponde con los datos de expresión de un chip, de forma que 
ordenados de izquierda a derecha se encuentran las tres réplicas de las distintas 
condiciones (0,  0.5,  6  y 24 h de tratamiento con RA 1 M).  
 
Finalmente, se realizó una descripción funcional de los genes 
contenidos en cada uno de estos 8 patrones de expresión dentro de las 
tres categorías de la base de datos del Gene Ontology mediante la 
herramienta “GO Enrichment”. Esta herramienta comprueba si un 
conjunto de genes con expresión diferencial pertenece a una 
subcategoría dada con una frecuencia mayor de la esperada. Para ello, 
calcula el “Enrichment Score”, un ratio entre la relación del número 
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de genes significativos que caen en una subcategoría respecto todos 
los genes significativos evaluados y la relación entre todos los genes 
descritos para esa categoría respecto todos los genes del chip. Un 
mayor valor de esta magnitud indica un mayor enriquecimiento de 
genes en esa categoría.       
En las tablas 8A-H del anexo 8 se recogen una descripción 
detallada de los procesos biológicos principales en los que se ven 
implicados los genes de cada patrón de expresión. Si analizamos de 
forma conjunta los resultados para los genes que integran una 
respuesta temprana (clusters 1, 2, 4, 6 y 7) indicando entre paréntesis 
el “Enrichment Score” (tabla 8I), resalta su implicación en procesos 
del metabolismo celular de biopolímeros (14.18). Por una parte, 
participan en el procesamiento de ncRNAs (RNAs no codificantes) 
(4.49), especialmente para snRNAs (4.57). Por otra parte, participan 
en procesos del metabolismo de proteínas (4.40), concretamente en su 
catabolismo dependiente de modificación (5.83) por ubiquitinación 
(5.05), también en la deubiquitinación de las mismas (5.90). 
Adicionalmente, ejercen una función en el establecimiento de una 
localización en la célula (11.30), mediante el transporte intracelular 
(11.83), concretamente el transporte de vesículas desde el retículo 
endoplásmico al aparato de Golgi (9.47) y a través de este último 
(9.94), también en el transporte endosomal (6.28), nuclear (4.55) 
(regulación positiva de la translocación nuclear de proteínas SMADs 
(6.03)) y vacuolar (3.70). Por otra parte participan en la organización 
de distintos componentes celulares, como la organización del aparato 
de Golgi (6.68), la organización de los centros organizadores de 
microtúbulos (3.89), la organización de complejos macromoleculares 
(4.89) implicados en la iniciación de la transcripción (4.29), en la 
organización de proyecciones celulares (3.86) y en la sinapsis (3.36). 
Además hay una respuesta celular a un estímulo de daño del DNA 
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(7.85), que implica punto de control en la transición G2/M (6.47) y  
reparación del DNA (10.52). También existe una regulación en el 
ciclo de células mitóticas (8.11), concretamente una regulación 
negativa de su mitosis (7.78), en la segregación cromosomal (6.50), el 
ensamblaje del cinetocoro (3.62) y el movimiento de los cromosomas 
a través de los polos del huso mitótico (3.62) . También existe 
regulación de la actividad proteína quinasa (3.96),  transferasa (3.93), 
y de una regulación negativa de la apoptosis de neuronas (3.86). 
También el recubrimiento con mielina de neuronas (3.69) y la 
especificación de un patrón anterior/posterior (3.45). Hay una 
regulación positiva de la ruta de señalización del receptor Wnt (3.62), 
de la ruta de fosforilación de proteínas SMADs (3.27), y una 
participación en la ruta de señalización del factor inhibidor de 
leucemia (3.62). 
En cambio, en la respuesta intermedia (clusters 5 y 8) (tabla 8J), 
son también notorios los procesos metabólicos de biopolímeros 
(30.47). Por una parte, participan en el procesamiento de ncRNAs 
(RNAs no codificantes) (8.82), especialmente para rRNAs (10.15), y 
de mRNAs (8.07), concretamente el splicing nuclear via espliceosoma 
(9.61). Por otra parte, participan en procesos del metabolismo de 
proteínas (16.63), concretamente en su plegamiento (13.26), su 
catabolismo  (9.27) proteosomal dependiente de ubiquitina (8.72), su 
traducción (5.57) y modificación  (4.55), especialmente 
defosforilación (3.12) y desacetilación (3.42) de histonas. Otro 
proceso metabólico es la oxidación – reducción (5.09), concretamente 
la implicación de genes de la cadena de transporte electrónica (9.30). 
Adicionalmente, algunos de estos genes participan en la biogénesis de 
complejos ribonucleoproteicos (9.30), tanto las subunidades 
ribosomales (5.92) como la biogénesis de pequeñas partículas 
ribonucleoproteicas (snRNPs) espliceosomales (3.99). Otros procesos 
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en los que participan son: el ensamblado de complejos 
macromoleculares (7.64) entre los que están los complejos de la 
cadena respiratoria mitocondrial (6.77) y complejos proteína-DNA 
con función en el inicio de la transcripción,  la transducción de la 
señal mediada por óxido nítrico (NO) (5.44), el desarrollo del sistema 
nervioso (5.39), regulación de la plasticidad (4.46) y transmisión 
sináptica (3.89), regulación negativa de la muerte celular programada 
(4.12) y del inicio de la traducción (3.8), parada en el ciclo celular 
(4.12), procesamiento del receptor Notch (3.66) y ruta de señalización 
por el receptor de RA (3.66).  
De los genes de inducción tardía (cluster 3) (tabla 8K), resalta su 
implicación en procesos como la determinación del eje anterio-
posterior (8.70), inducción positiva de la quimiotaxis (6.48), 
metabolismo de monosacáridos (5.73), metabolismo de ácidos grasos 
de cadena corta (4.08), respuesta celular a un estímulo hormonal 
(7.89) mediante una señalización mediada por hormona (6.13) insulina 
(3.21), transporte intracelular de colesterol (4.08), desarrollo del 
sistema nervioso (5.04), regulación de la muerte celular (5.62), 
regulación positiva de la ruta del receptor TGFbeta (4.88), biosíntesis 
de AMPcíclico (4.73) y neurotramisores (4.73), respuesta a proteína 
no plegada en el retículo endoplásmico (4.88), secreción de proteína 
(4.87), y de ion sodio (3.79), regulación de la comunicación celular 
(3.66), el aprendizaje (3.60), orientación axonal (3.21) y 
reconocimiento celular (3.08), regulación de la expresión génica 
(4.77), en concreto la regulación negativa de la transcripción 
específica de gen (3.82), la impronta genética (3.60), regulación 
negativa de la supervivencia del producto de expresión génica (3.60), 
regulación de la cascada IKBK/NFB (3.59), del RA (3.24) y 
AMPcíclico (3.24). 
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La ubicación de los productos de los genes de cada patrón viene 
reflejada también en las tablas 8A-H del anexo 8. Si analizamos de 
forma conjunta la localización de los productos génicos de la 
respuesta temprana (tabla 8I), vemos que éstos se centran en la parte 
intracelular (35.89), concretamente en la parte nuclear (21.52): en el 
nucleoplasma (18.39), en los cromosomas (22.03), el nucleolo (3.25) y 
el poro nuclear (4.58), mientras que en la parte citoplasmática (7.14) 
se encuentran en el aparto de Golgi (4.36),  en el centro organizador 
de microtúbulos (5.29), complejos ubiquitin ligasa (5.49), 
centrosomas (4.20), los polos del huso (3.48), exosoma (degradación 
de RNA) (3.62), la membrana mitocondrial externa (3.87), vesículas 
citoplasmáticas (3.85), membrana peroxisomal (3.56) y retículo 
endoplásmico liso (3.49).  
En cambio, los productos génicos del patrón de expresión 
mediana (tabla 8J) se localizan en la parte intracelular (33.25), 
especialmente en la parte citoplásmica (15.57), en las subunidades 
ribosomales (13.49), en la mitocondria (10.89), en complejos de la 
cadena respiratoria (5.46), en complejos de inicio de la traducción 
(5.23), complejos ribonucleoproteicos (4.27) y el proteosoma (3.99). 
También en la parte nuclear (12.32): en el nucleoplasma (10.07), el 
nucleolo (4.02) y el espliceosoma (3.77). 
Finalmente en el patrón de expresión tardía (tabla 8K) destaca 
una localización preferente en el retículo endoplásmico (6.33), en la 
matriz extracelular (4.40), en la lamina basal (5.31), en complejos 
proteicos Arp2/3 (5.31), MLL5-L (4.88), laminina 11 (4.73), en el 
citoesqueleto (3.47) de actina (3.24), neurofilamento (3.60), en la 
membrana del aparato de Golgi (3.26), en vesículas recubiertas de 
clatrina (3.46) y en el núcleo (3.09), en complejos histona metil 
transferasa (3.07).   
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Por último, el estudio de las funciones moleculares para los 
genes de cada patrón queda resumido  en las tablas 8A-H. Para la 
respuesta temprana (tabla 8I), aparecen actividades de unión a 
proteína (14.96), especialmente unión a microtúbulos (4.92), a las 
GTPasas Rab (5.59), unión a secuencias de localización nuclear 
(5.59), unión a la parte C-terminal de proteínas (3.62), unión a clatrina 
(3.56), unión a poliubiquitinas (3.56) y ubiquitina (3.14), dominios 
específicos de proteína (3.52), como dominios CARD (3.56), unión a 
ATP (3.09), beta-catenina (3.01) y receptor de lipoproteinas (3.01). 
También aparecen actividades de unión a ácido nucleico (10.9), como 
unión a DNA de doble cadena (dsDNA) (4.11), concretamente en 
regiones no apareadas (3.49), tanto a mispaired DNA (3.62), 
esencialmente unión a mispair de guanina /timina (3.62),  como unión 
a regiones de inserción o delección (3.49) de dinucleótidos (3.62) o 
inserción de una guanina (3.62). Adicionalmente destaca la unión a 
estructuras secundarias de DNA (3.56), como DNA en horquilla 
(3.62),  unión al origen de replicación (3.49). También disponen 
actividades de unión a bases purinas oxidadas en el DNA (3.62) y a 
nucleótidos como GDP (5.59), ATP (3.09), así como unión a la región 
3’UTR de mRNAs (3.53). Aparte de las actividades de unión, 
disponen actividades:  ubiquitin-ligasa (7.13), nucleósido-trifosfatasa 
(4.45), proteasa específica de ubiquitina (4.09), 1-fosfatidilinositol-3-
quinasa (3.69), actividad del receptor Wnt (3.56), reguladoras de 
quinasas (4.82), fosfatasas (4.32), y nucleósido trifosfatasas (4.45), así 
como reguladoras de la transcripción (4.02): actividad ATPasa 
dependiente de DNA (3.35), actividad helicasa dependiente de ATP 
(3.35), actividad de factor de transcripción (3.04). 
En cambio, entre las actividades de los genes que conforman la 
respuesta intermedia (tabla 8J) destaca la unión a RNA de cadena 
simple (5.27), concretamente a la cola Poly-A de RNAs y unión a 
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proteínas (8.85), entre ellos unión a proteínas no plegadas (12.96), 
proteínas idénticas (8.24),  proteínas heat shock (4.52), p53 (4.95), 
espectrina (4.46), macrólidos (4.46) FK506 (4.46), a heparina (3.45), 
factores de transcripción (3.14). También resalta la actividad 
estructural de ribosomas (13.62), actividad reguladora de la traducción 
(4.28), especialmente como factor de inicio de la traducción (11.54), 
actividad aminoacyl-tRNA ligasa (10.95), actividad transferasa (4.06), 
como actividad quinasa de carbohidratos (6.95) y RNA polimerasa 
(4.87), también actividad ATPasa dependiente de RNA (5.99), 
actividad oxido-reductasa (5.82), actividad reguladora de la síntesis de 
NO (5.73), actividad RNA helicasa dependiente de ATP (4.86), 
actividad del receptor de RA (3.66), actividad tirosina fosfatasa (3.50) 
y quinasa (3.43) de receptores transmembrana. 
Finalmente, en la respuesta tardía (tabla 8K) aparecen 
actividades vinculadas a actividades fosfopiruvato-hidratasa (8.70), 
actividad piruvato deshidrogenasa quinasa (4.08),  una actividad 
reguladora GTPasa (6.27), actividad represora de la transcripción 
(4.86), actividad fosfoglicerato-mutasa (4.73), actividad 
transportadora de aminoácidos (5.32) y iones sodio a través de la 
membrana (4.73),  actividad oxido-reductasa (3.97), actividad del 
receptor del TGFbeta (3.68), actividad DNA metil-transferasa (3.60). 
Adicionalmente, participan en unión al receptor de muerte (4.88), a 
RA (4.73), apolipoproteinas (4.20), a receptor GABA (4.08), a 
neurotrofinas (3.60), unión a la superfamília del receptor de TNF 
(3.46), unión a proteínas del citoesqueleto (3.08).  
Una vez realizada la descripción funcional de las tres respuestas, 
se comprobó que efectivamente existe cierta correspondencia con 
algunas de las subcategorías funcionales obtenidas en la descripción 
funcional de los patrones del primer análisis. Sin embargo, como cabía 
esperar, dado el mayor número de genes analizados, se incluyen 
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nuevas categorías funcionales que aportan nueva información acerca 
del proceso estudiado. 
Aprovechando el mayor contenido génico en cada una de las 
respuestas, resultaba interesante analizar la presencia de genes con 
expresión diferencial y que forman parte de rutas de señalización en 
cada una de las respuestas. Para ello se empleó la base de datos 
DAVID Bioinformatics Resources que permite el análisis funcional de 
listas génicas procedentes de datos de microarrays. Siguiendo este 
objetivo se realizó el estudio para cada una de las respuestas génicas, 
obteniendo como resultados las rutas que quedan reflejadas en las 
tablas 9A-C del anexo 9 y de forma resumida en las tablas 7-9. En la 
respuesta temprana destacan rutas implicadas en ciclo celular, 
proteólisis mediada por ubiquitina, procesamiento y degradación de 
RNA, diferenciación, transporte intracelular de vesículas, crecimiento 
axonal, supervivencia celular, daño al DNA y su reparación, 
transcripción génica basal, migración, inhibición de la apoptosis (tabla 
7, tabla 9A). 
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Tabla 7. Rutas de señalización en la respuesta temprana 
Term Count PValue 
Cell cycle 35 5.17E-06 
Ubiquitin mediated proteolysis 33 2.45E-04 
Spliceosome 29 1.36E-03 
Systemic lupus erythematosus 24 1.92E-03 
RNA degradation 16 3.27E-03 
Neurotrophin signaling pathway 27 4.63E-03 
AKT Signaling Pathway 9 5.46E-03 
Role of BRCA1,  BRCA2 and ATR in Cancer Susceptibility 9 7.42E-03 
Oocyte meiosis 24 7.76E-03 
Basal transcription factors 11 8.32E-03 
B cell receptor signaling pathway 18 9.27E-03 
Nucleotide excision repair 12 1.64E-02 
Role of PI3K subunit p85 in regulation of Actin Organization and Cell Migration 5 2.30E-02 
Double Stranded RNA Induced Gene Expression 5 2.30E-02 
Neuropeptides VIP and PACAP inhibit the apoptosis of activated T cells 6 2.99E-02 
Hypoxia and p53 in the Cardiovascular system 8 3.28E-02 
Long-term potentiation 15 3.78E-02 
T cell receptor signaling pathway 21 4.25E-02 
Wnt signaling pathway 27 5.12E-02 
Colorectal cancer 17 5.23E-02 
N-Glycan biosíntesis 11 5.28E-02 
Purine metabolismo 27 5.86E-02 
MAPK signaling pathway 43 6.10E-02 
RB Tumor Suppressor/Checkpoint Signaling in response to DNA damage 5 6.52E-02 
Rab GTPases Mark Targets In The Endocytotic Machinery 5 6.52E-02 
DNA replication 9 7.07E-02 
Skeletal muscle hypertrophy is regulated via AKT/mTOR pathway 7 7.65E-02 
cdc25 and chk1 Regulatory Pathway in response to DNA damage 4 7.99E-02 
SNARE interactions in vesicular transport 9 9.18E-02 
Small cell lung cancer 16 9.31E-02 
 
En cambio, la respuesta intermedia la integran rutas implicadas 
en la traducción y su regulación, en la biosíntesis de distintos 
componentes participantes, así como en el ensamblaje de los 
complejos ribonucleroproteicos que participan en este proceso como 
los ribosomas. También intervienen la ruta clásica del receptor del 
RA, la fosforilación oxidativa para la generación de ATP, el 
procesamiento de RNA por espliceosoma, degradación de proteína por 
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el proteosoma, endocitosis y regulación de la plasticidad y transmisión 
sináptica. Finalmente, rutas implicadas en migración, invasión y 
diferenciación (tabla 8, tabla 9B). 
 
Tabla 8. Rutas de señalización en la respuesta intermedia. 
Term Count PValue 
Ribosome 38 2.20E-10 
Aminoacyl-tRNA biosíntesis 19 5.99E-06 
Oxidative phosphorylation 37 7.46E-05 
RNA polymerase 13 2.91E-04 
Endocytosis 44 9.61E-04 
Pyrimidine metabolismo 26 2.02E-03 
Proteasome 16 2.12E-03 
Purine metabolismo 37 2.15E-03 
Parkinson's disease 32 2.66E-03 
mTOR Signaling Pathway 11 3.86E-03 
Spliceosome 31 4.05E-03 
Bladder cancer 14 5.53E-03 
Fructose and mannose metabolismo 12 7.23E-03 
Internal Ribosome entry pathway 5 1.20E-02 
Regulation of eIF4e and p70 S6 Kinase 9 1.92E-02 
Non-small cell lung cancer 15 2.11E-02 
One carbon pool by folate 7 2.12E-02 
Pentose phosphate pathway 9 2.24E-02 
Nuc_Rec-Coact_Complex 5 2.32E-02 
ErbB signaling pathway 21 2.47E-02 
Myc_network 6 3.72E-02 
Chronic myeloid leucemia 18 4.14E-02 
Huntington's disease 36 4.57E-02 
Melanoma 17 4.92E-02 
RBphosphoE2F 6 5.11E-02 
Thyroid cancer 9 5.23E-02 
Prostate cancer 20 5.56E-02 
Basal transcription factors 10 6.11E-02 
Valine, leucine and isoleucine biosíntesis 5 6.49E-02 
Long-term depresión 16 7.27E-02 
Alzheimer's disease 32 7.36E-02 
Electron Transport Reaction in Mitochondria 4 7.37E-02 
Phosphoinositides and their downstream targets. 7 8.19E-02 
Regulation of eIF2 5 9.19E-02 
Gap junction 19 9.42E-02 
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Por último, la respuesta tardía incluye la implicación de rutas de 
metabolismo de monosacáridos, de lípidos en relación a receptores 
nucleares, de glicosaminoglicanos, transporte de vesículas en el 
aparato de Golgi, así como transporte desde el mismo a lisosomas y 
viceversa. También participan rutas de formación de fibras de estrés y 
el metabolismo de neurotransmisores (tabla 9, tabla 9C). 
 
Tabla 9. Rutas de señalización en la respuesta tardía. 
Term Count PValue 
Glycolysis / Gluconeogenesis 16 5.51E-07 
Lysosome 17 6.48E-04 
Glycosaminoglycan degradation 7 7.37E-04 
Glycolysis Pathway 5 4.80E-03 
O-Glycan biosíntesis 7 5.29E-03 
ADP-Ribosylation Factor 6 5.85E-03 
Pathways in cancer 29 1.36E-02 
Small cell lung cancer 11 1.70E-02 
Pyruvate metabolismo 7 2.15E-02 
MAPK signaling pathway 24 2.21E-02 
Chondroitin sulfate biosíntesis 5 3.07E-02 
Nuclear Receptors in Lipid Metabolism and Toxicity 7 3.30E-02 
Focal adhesión 18 5.25E-02 
Inositol phosphate metabolismo 7 7.65E-02 
Rho-Selective Guanine Exchange Factor AKAP13 Mediates Stress Fiber Formation 3 7.86E-02 
Alanine, aspartate and glutamate metabolismo 5 8.98E-02 
Propanoate metabolismo 5 9.84E-02 
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2.3 Análisis exónico 
 
2.3.1 Análisis de la varianza específico de splicing (ANOVA) 
La utilidad más destacable de los Exon arrays es la detección de 
eventos de splicing alternativo. El método empleado en la detección 
de eventos de splicing alternativo es también un análisis de la varianza 
(ANOVA), aunque en este caso se aplica a los datos de expresión 
exónica. Concretamente, queremos analizar el efecto del tiempo de 
tratamiento con RA 1 M (nuestro factor) sobre la expresión exónica 
(nuestra variable dependiente). Aunque el análisis se lleva a cabo a 
nivel exónico, el resultado de éste viene dado a nivel génico, donde 
cada fila en la tabla representa un gen, con su número de exones, el p-
valor asignado en este análisis (alt-splicing p-valor), así como el p-
valor asignado  en el ANOVA de expresión génica. También se 
incluyen los cambios de expresión génica respecto el control (0h).  
Los p-valores asignados en el ANOVA de la expresión génica y 
exónica repectivamente, nos informan de la presencia de cambios 
significativos en la expresión génica durante el tratamiento con RA (p-
valor) y así como de la probabilidad de que un gen sufra splicing 
alternativo (alt-splicing p-valor). Esto permite establecer  
agrupamiento de genes según estos dos aspectos. Para este 
agrupamiento, es necesario asignar  p-valores límite que permitan 
delimitar cada uno de los grupos. De esta manera, cuando un gen 
posee un p-valor menor o igual a 0.05, se considera que las diferencias 
en la expresión de dicho gen identificadas al comparar los distintos 
grupos (definidos por los tiempos de tratamiento) son significativas. 
En cambio, cuando este p-valor es mayor a 0.5, se considera que no 
existen diferencias significativas en la expresión génica con el tiempo 
de tratamiento. Por otro lado, un alt-splicing p-valor inferior o igual a 
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0.05 nos indica una alta probabilidad de splicing alternativo (AS), 
mientras que un valor superior a 0.5 indica lo contrario. 
En base a estos límites, hemos planteado el siguiente 
agrupamiento de genes: 
 
A) Genes con expresión diferencial con el tratamiento con RA 
(FDR≤0.05) y alta probabilidad de splicing alternativo 
(FDR≤0.05). 
Este grupo lo integran un total de 8.683 genes (tabla 10A, anexo 
10). El programa permite la visualización uno a uno de los mismos 
mediante una representación que ilustra los exones igualmente 
espaciados en el eje de las abscisas y los valores de expresión en el eje 
de las ordenadas. Cada punto representa el valor de expresión 
promedio de las tres réplicas para cada exón y la barra de error nos 
indica el error estándar. Además en la parte superior se muestran todas 
las isoformas para el gen en concreto, en su respectiva orientación 
obtenida del UCSC Genome Browser. A la hora de buscar algunos 
ejemplos que presentasen eventos de splicing alternativo más 
notables, se impuso que el valor de la expresión génica entre los 
grupos tratados frente no tratados fuera superior a 1.5, obteniendo una 
lista de 467 genes (tabla 10B). Tras analizar visualmente los primeros 
genes con mayor probabilidad de AS, pudimos observar que algunos 
de los genes no mostraban este tipo de eventos de forma convincente, 
aunque se ha descrito para los mismos la existencia de AS en UCSC. 
Por una parte hay genes que muestran eventos de AS en alguno de sus 
exones, aunque sólo se conoce un único transcrito en UCSC (figura 
38A). Por otra parte, existen muchos genes en la lista que presentan 
eventos de AS en exones no conocidos por sufrir este tipo de eventos, 
habiendo o no otros exones en el gen donde si están descritos (figura 
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38B). Estos casos demuestran la complejidad del análisis y implica la 
necesidad de realizar un análisis en profundidad de los posibles 
eventos de splicing. Sin embargo, en el análisis también encontramos 
un número de genes que mostraban de forma convincente estos 
eventos en exones donde sí está descrito AS en UCSC. Algunos 
ejemplos se muestran en las figuras 38C-F. 
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Figura 38. Genes con expresión diferencial con el tratamiento con RA 
(FDR≤0.05) y alta probabilidad de splicing alternativo (FDR≤0.05). 
Representación de los exones de cada gen y sus valores de expresión para cada 
tiempo de tratamiento con RA. Se indican los exones igualmente espaciados en el 
eje de las abscisas, y los valores de expresión en el eje de las ordenadas. Cada punto 
representa el valor de expresión promedio de las tres réplicas para cada exón y la 
barra de error nos indica el error estándar. Además en la parte superior se muestran 
todas las isoformas para el gen en concreto en su respectiva orientación obtenida del 
UCSC Genome Browser. A) Ejemplo de gen con AS en dos de sus exones, aunque 
sólo se conoce un único transcrito en UCSC. B) Ejemplo de gen con AS en un exón 
no descrito en UCSC por sufrir este tipo de eventos, aunque presentan otros exones 
para los que sí están descritos aunque no se observa en este caso AS. C-F) Ejemplos 
de genes que muestran de forma convincente AS en exones para los que sí está 
descrito en UCSC estos eventos. Las flechas indican los transcritos concretos que 
hace referencia el texto. 
 
Si analizamos con un poco más de detalle los ejemplos de este 
grupo, vemos que para los genes PRKCH, SCHIP1 y HOXA3 existe 
un cambio en el uso de promotores alternativos con el tratamiento con 
RA. En el caso de PRKCH, el transcrito más corto (uc010tsb.1) 
aumenta con el tiempo de tratamiento con RA respecto el más largo 
(uc001xfn.2). Este cambio supone la pérdida de un dominio de unión 
a fosfolípidos de membranas dependiente de calcio, que se encuentra 
F 
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en muchas proteínas implicadas en transducción de señal y tráfico de 
membranas, y de un dominio de unión a ésteres de forbol y 
diacilgliceroles, potentes segundos mensajeros y promotores 
tumorales. Se mantienen los dominios Ser/Thr quinasa y proteína 
quinasa C. En cambio para los genes SCHIP1 y HOXA3 ocurre lo 
contario, un aumento de alguno de sus transcritos más largos frente los 
más cortos durante el tratamiento con RA. Para el gen SCHIP1 no se 
dispone de información estructural. Para el gen HOXA3 esto supone 
la inclusión corriente arriba del dominio homeobox, un hexapeptido 
conservado característico de proteínas Anntenapedia que regulan el 
desarrollo de la pata en Drosophila. Finalmente, el gen WFDC10B 
presenta un exón alternativo (exón 3) cuya inclusión se reduce a 
tiempos largos de tratamiento con RA, dando lugar a un transcrito más 
corto (uc002xpc.2). Este gen presenta un dominio WFDC o motivo 
WAP que contiene 8 cisteinas formando 4 puentes disulfuros en el 
corazón de la proteína y funciona como un inhibidor de proteasa. No 
se dispone de información sobre como afecta esta exclusión del exón 
3, ya que sólo se dispone de un modelo estructural para la proteína. 
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B) Genes con expresión diferencial con el tratamiento con RA 
(FDR≤0.05) y baja probabilidad de splicing alternativo 
(FDR>0.5). 
Este grupo lo componen 237 genes (tabla 10C). Al imponer un 
valor de la expresión génica entre los grupos tratados frente no 
tratados superior a 1.5, reducimos el grupo a tan sólo 13 genes (tabla 
10D).  Si observamos algunos ejemplos vemos como la expresión de 
sus exones se altera de forma similar con el tratamiento y con ello el 
valor de la expresión génica. No se observan posibles eventos de AS, 
aunque en algún caso sí que han sido descritos (figuras 39A-B). 
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Figura 39. Genes con expresión diferencial con el tratamiento con RA 
(FDR≤0.05) y baja probabilidad de splicing alternativo (FDR>0.5). 
Representación de los exones de cada gen y sus valores de expresión para cada 
tiempo de tratamiento con RA. Se indican los exones igualmente espaciados en el 
eje de las abscisas, y los valores de expresión en el eje de las ordenadas. Cada punto 
representa el valor de expresión promedio de las tres réplicas para cada exón y la 
barra de error nos indica el error estándar. Además en la parte superior se muestran 
todas las isoformas para el gen en concreto en su respectiva orientación obtenida del 
UCSC Genome Browser. A-B) Ejemplos de genes para los que se ha descrito AS, 
aunque no conseguimos observarlo. Si es observable un cambio significativo en la 
expresión con el tiempo de tratamiento con RA. C-D) Ejemplos de genes donde no 
se ha descrito AS y no muestran este tipo de eventos. Si es observable un cambio 
significativo en la expresión con el tiempo de tratamiento con RA. 
C 
D 
                    Resultados 
 
 - 171 - 
 
 
 
C) Genes con expresión similar con el tratamiento con RA 
(FDR>0.5) y alta probabilidad  de splicing alternativo 
(FDR≤0.05). 
Este grupo lo forman 914 genes (tabla 10E). Si imponemos un 
valor de expresión génica superior a 1.5 ninguno de los genes supera 
dicho filtro. De esta manera, comprobamos que efectivamente el 
grupo lo forman genes que aunque presentan algún cambio en la 
expresión de alguno/s de los exones, éste no supone un cambio en el 
valor de la expresión génica con el tiempo de tratamiento. Como 
ocurre en el grupo génico A se pueden encontrar muchos ejemplos de 
genes que presentan eventos de AS en alguno de sus exones, aunque 
estos no se hayan descrito en UCSC Genome Browser (figura 40A). 
Sin embargo, existen varios ejemplos de genes que mostraban de 
forma convincente estos eventos, estando estos casos sí descritos. Si 
analizamos con algo más de detalle algunos ejemplos (figuras 40B-F) 
vemos que los genes DEC1 y ECE1 presentan exones alternativos, de 
forma que hay una reducción en la inclusión de los mismos con el 
tiempo de tratamiento. En el caso de DEC1 se trata de un gen del que 
se dispone poca información. Se encuentra en una región comúnmente 
delecionada en cáncer esofágico, por lo que se le considera un 
supresor de tumores candidato. Para el gen ECE1 este cambio no 
supone la pérdida de ningún dominio. Por otro lado, DYNC1H1 
presenta un intrón y su inclusión también se ve reducida.  Finalmente, 
los genes UBA1 y HLA-E presentan respectivamente cambios en el 
uso de promotores alternativos y de señales de parada de la 
transcripción alternativos. Esto no supone ningún cambio en cuanto la 
composición de dominios de la proteína.  
 
Resultados  
- 172 - 
    
 
 
  
A 
C 
B
                    Resultados 
 
 - 173 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D 
E 
Resultados  
- 174 - 
 
 
 
 
 
Figura 40. Genes con expresión similar con el tratamiento con RA (FDR>0.5) y 
alta probabilidad  de splicing alternativo (FDR≤0.05). Representación de los 
exones de cada gen y sus valores de expresión para cada tiempo de tratamiento con 
RA. Se indican los exones igualmente espaciados en el eje de las abscisas, y los 
valores de expresión en el eje de las ordenadas. Cada punto representa el valor de 
expresión promedio de las tres réplicas para cada exón y la barra de error nos indica 
el error estándar. Además en la parte superior se muestran todas las isoformas para 
el gen en concreto en su respectiva orientación obtenida del UCSC Genome 
Browser. A) Ejemplo de gen con AS en una región del primer exón que no ha sido 
descrito este evento en UCSC B-F) Ejemplos de genes que muestran de fma 
convincente AS en exones para los que sí está descrito en UCSC estos eventos. 
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D) Genes con expresión similar con el tratamiento con RA 
(FDR>0.5) y baja probabilidad de splicing alternativo 
(FDR>0.5). 
Finalmente, este grupo está compuesto por 414 genes (tabla 
10F). Al analizar este grupo vemos ejemplos de genes con expresión 
similar durante el tratamiento con RA y que no presentan eventos de 
AS, aunque éstos sí están descritos para algunos casos. Estos genes 
presentan valores de expresión génica y exónica similares con el 
tiempo de tratamiento con RA (figura 41A-D). 
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Figura 41. Genes con expresión similar con el tratamiento con RA (FDR>0.5) y 
baja probabilidad de splicing alternativo (FDR>0.5). Representación de los 
exones de cada gen y sus valores de expresión para cada tiempo de tratamiento con 
RA. Se indican los exones igualmente espaciados en el eje de las abscisas, y los 
valores de expresión en el eje de las ordenadas. Cada punto representa el valor de 
expresión promedio de las tres réplicas para cada exón y la barra de error nos indica 
el error estándar. Además en la parte superior, se muestran todas las isoformas para 
el gen en concreto en su respectiva orientación obtenida del UCSC Genome 
Browser. A) Ejemplo de gene para el que se ha descrito AS, aunque no conseguimos 
observarlo. Tampoco es observable un cambio significativo en la expresión con el 
tiempo de tratamiento con RA. C-D) Ejemplos de genes donde no se ha descrito AS 
y no muestran eventos de splicing. Tampoco es observable un cambio significativo 
en la expresión con el tiempo de tratamiento con RA. 
C
D
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Si consideramos el conjunto de genes que sufren splicing 
alternativo (FDR≤0.05), suponen 14.414 genes (tabla 10G), un 50 % 
de todos los genes estudiados, siendo estos valores muy similares a los 
obtenidos en otros estudios. La mayoría de estos genes pertenecen al 
grupo A, donde además hay un cambio significativo en la expresión 
génica.  
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3.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LOS MICRO-RNAS Y 
SU FUNCIÓN DURANTE LA DIFERENCIACIÓN DE 
CÉLULAS SH-SY5Y INDUCIDA POR ÁCIDO RETINOICO. 
 
3.1 Análisis del perfil de expresión de los microRNAs durante la 
diferenciación de células SH-SY5Y inducida por Ácido Retinoico 
El tercer objetivo de este trabajo pretendió estudiar la 
implicación de los microRNAs en los cambios de la expresión génica 
que tienen lugar durante la diferenciación de células SH-SY5Y 
inducida por Ácido Retinoico. En base a tercer este objetivo, se 
analizaron los niveles de expresión de 667 miRNAs diferentes en  
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas con RA 1 M 
durante 0, 24, 48 and 96 h, mediante arrays de baja densidad de 
Applied Biosystems, basados en la tecnología de la PCR a tiempo real 
(TaqMan Human MicroRNA Low Density Arrays v2.0).  
Los niveles de expresión de cada uno de los miRNAs estudiados 
se obtuvieron al realizar una cuantificación relativa mediante el 
método comparativo Ct. En este análisis los datos fueron 
normalizados con los valores de expresión del gen U6 snRNA. 
Además, se aplicó a todas las comparaciones entre las muestras 
tratadas y no tratadas un test t moderado y una corrección utilizando el 
algoritmo de Benjamini-Hochberg con un FDR ≤ 0.05.   
Con esta tecnología conseguimos detectar un total de 452 
miRNAs humanos, mientras que 215 de estos pequeños RNAs no 
alcanzaron el nivel de detección. De los 452 miRNAs presentes, 42 
mostraron un cambio de expresión estadísticamente significativo en al 
menos dos de las tres posibles comparaciones entre las muestras 
tratadas frente las no tratadas (tabla 11 del anexo 11; figura 42A). De 
este grupo de 42 miRNAs, 26 mostraron una sobreexpresión durante 
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el tratamiento con RA, mientras que la expresión de los 16 restantes se 
vio disminuida con el tratamiento (figura 42B y C). Dentro del grupo 
de los miRNAs sobreexpresados destacan por tener un mayor patrón 
de sobreexpresión: miR-10a, -10b, -10b*, -615-5p , -211, -212, -132, -
22, -766 -135a y -148b*. En cambio, los miRNAs miR-490-3p, -154*, 
26a-2*, -296-3p, -422a, -486-3p, -378, -411*, -543, -801, -873 y -107 
presentaron un patrón de infraexpresión más pronunciado.  
 
Figura 42. Análisis del perfil de expresión de miRNAs durante la diferenciación 
de células SH-SY5Y inducida por RA. A. Resumen gráfico de los resultados 
obtenidos. B y C. Valores de expresión relativa respecto a 0h de tratamiento para los 
miRNAs sobreexpresados (B) infraexpresados (C) a las 24 h (barras blancas), 48h 
(barras grises) y 96  h (barras negras) de tratamiento con RA, y que presentan un 
FDR≤0.05 al menos en dos de las tres comparaciones tratados frente no tratados. 
Resultados  
- 180 - 
Como es habitual en cualquier análisis global de expresión 
génica, se procedió a la validación posterior de los resultados 
obtenidos para 12 de los miRNAs que presentaron mayores cambios 
en su expresión. Dicha validación se realizó mediante RT-PCR a 
tiempo real usando ensayos TaqMan individuales específicos de 
miRNAs humanos (figura 43A y B). Los resultados observados en 
estas figuras confirman para todos los casos, valores de expresión así 
como patrones de expresión equivalentes a los observados en el 
análisis de los arrays.  
 
Figura 43. Validación de los resultados obtenidos en el análisis por RT-PCR a 
tiempo real para los miRNAs sobreexpresados (A) e infraexpresados (B) 
seleccionados. Las gráficas representan la media ± desviación estándar de dos 
determinaciones independientes de los valores de expresión relativa de los miRNAs 
sobreexpresados (A) e infraexpresados (B) seleccionados, en los tiempos 0h (barras 
blancas), 24 h (barras gris claro), 48h (barras gris oscuro) y 96  h (barras negras) de 
tratamiento con RA.  
 
Entre el grupo de miRNAs expresados diferencialmente con el 
tratamiento con RA destacan dos miembros de la misma familia de 
miRNAs (miR-10) miR-10a y miR-10b, por presentar ambos los 
valores de sobreexpresión más robustos y ser muy similares entre 
ellos. Con la intención de validar si se trataba de una respuesta general 
al tratamiento con RA, se evaluaron los niveles de expresión de miR-
A B 
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10a y -10b en otra línea celular de neuroblastoma, LA-N-1, 
obteniéndose un patrón de inducción por RA de miR-10a y -10b 
equivalente (figura 44A y B). Con todo ello, se eligieron estos dos 
microRNAs para la realización de un estudio funcional con el interés 
de identificar el posible papel de ambos dentro del contexto de la 
diferenciación inducida por RA. 
 
Figura 44. Análisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión 
relativa de miR-10a y miR-10b en células de neuroblastoma SH-SY5Y y LAN-1 
tratadas a distintos tiempos con RA. Las gráficas representan la media ± 
desviación estándar de dos determinaciones independientes de los valores de 
expresión relativa de miR-10a (A) y -10b (B) en células SH-SY5Y (barras negras) y 
LAN-1 (barras grises) tratadas con RA 1 M durante 0, 24, 48 y 96  h. 
 
3.2 Papel de miR-10a and -10b durante la diferenciación inducida 
con RA  
De esta manera, centramos nuestro interés en conocer el papel 
de ambos miRNAs miR-10a y miR-10b, en la diferenciación de las 
células SH-SY5Y inducida con RA. Para ello, se llevaron a cabo 
experimentos de pérdida de función mediante la transfección de las 
células con oligonucleótidos antisentido específicos para dichos 
microRNAs (anti-miRs) y posterior tratamiento con RA. 
Concretamente, se quiso evaluar si la reducción de los niveles 
BA 
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endógenos de miR-10a y -10b durante el tratamiento con RA causaba 
algún efecto sobre la proliferación, la morfología celular y la 
expresión de distintos marcadores de diferenciación. 
Mediante la transfección de las células SH-SY5Y con los anti-
miRs específicos y posterior tratamiento con RA durante 96  h se 
obtuvo una reducción de aproximadamente 60% en los niveles 
endógenos de miR-10a y miR-10b (figura 45).   
 
Figura 45. Análisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión 
relativa de miR-10a (barras negras) y miR-10b (barras grises) en células de 
neuroblastoma SH-SY5Y sometidas a transfección simulada (mock) y a 
transfección con anti-miR-10a, -10b y control negativo NC-anti-miR, y 
posteriormente tratadas con RA durante 96  h. Valores relativos a la condición 
mock. La gráfica representa la media ± desviación estándar obtenidos para un 
experimento realizado en triplicado. Las comparaciones entre las condiciones anti-
miR-10a+RA o -10b+RA y  NC-anti-miR+RA se analizaron a través de la prueba de 
t-student, indicando las diferencias estadísticamente significativas entre las medias 
como p<0.01 (**) y p<0.001 (***). 
 
En estas condiciones, las células mostraron una morfología más 
característica de células no diferenciadas, con una agrupación en 
clusters con una alta densidad celular así como la presencia de 
neuritas más cortas (figuras 46A, D, E). Esta morfología contrasta con 
la morfología de células transfectadas con un control negativo anti-
miR y tratadas con RA o bien simplemente tratadas con RA, donde los 
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clusters de células desaparecen,las células se reparten por la placa y se 
produce una extensión de neuritas de mayor longitud (figura 46B, C). 
 
Figura 46. Alteración de la diferenciación morfológica inducida por RA 
mediante la reducción experimental de los niveles de miR-10a y -10b.  A-E. 
Microfotografías de células no transfectadas tratadas con un vehículo (ut) (A), 
células no transfectadas tratadas con RA durante 96  h (RA) (B), células 
transfectadas con control negativo anti-miR y posteriormente tratadas con RA 
durante 96  h (NC-am+RA) (C), o células transfectadas con anti-miR-10a (D) o -10b 
(E) y tratadas con RA durante 96  h. F. Cuantificación de la longitud media de 
neuritas en cada una de las condiciones anteriores mediante el programa Neuron J 
(F). La reducción de los niveles endógenos de miR-10a or -10b resulta en una 
inhibición del crecimiento de neuritas inducido por RA. La gráfica representa los 
valores (media ± SEM) de la cuantificación de al menos 100 células de dos 
microfotografías obtenidas para cada condición. Las comparaciones entre las 
condiciones anti-miR-10a+RA o -10b+RA y NC-anti-miR+RA se analizaron a 
través de la prueba de t-student, indicando las diferencias estadísticamente 
significativas entre las medias como p<0.001 (***). 
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El papel promotor de la diferenciación de miR-10a y -10b se 
analizó con más detalle mediante el estudio del efecto de estos anti-
miRs sobre la expresión de distintos marcadores de diferenciación. 
Por ejemplo, la familia génica ID, formada por los miembros ID1, ID2 
y ID3, son factores de transcripción del tipo bHLH (basic helix loop 
helix) que actúan como importantes reguladores negativos de la 
diferenciación [188-189]. Estudios anteriores han descrito que el 
tratamiento con RA conduce a una reducción en la expresión de estos 
miembros de la misma familia [54, 190]. Como se puede observar en 
la figura 47A-C, la regulación negativa de los genes ID1, ID2 y ID3 se 
vio impedida en las células SH-SY5Y transfectadas con anti-miR-10a 
y anti-miR-10b y tratadas con RA, al comparar con las células 
transfectadas con el control negativo. Estas alteraciones observadas en 
los niveles de mRNA ocurren de forma similar en los niveles de 
proteína, como se demuestra para el caso de ID2 (figura 47D).  
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Figura 47. A-D. Análisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión 
relativa de ID1 (A), ID2 (B) y ID3 (C)  en células de neuroblastoma SH-SY5Y 
sometidas a transfección simulada (mock) y a transfección con control negativo NC-
anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y posteriormente tratadas con RA durante 96  h. 
Valores relativos a la condición mock. Cada gráfica representa la media ± 
desviación estándar obtenida para cada experimento realizado en triplicado. Las 
comparaciones entre las condiciones anti-miR-10a+RA o -10b+RA y NC-anti-
miR+RA se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias como p<0.05 (*), p<0.01 (**) y las 
no significativas como ns. Análisis por western blot de los niveles de proteína ID2 
en células de neuroblastoma SH-SY5Y sometidas a transfección simulada (mock) y 
a transfección con control negativo NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y 
posteriormente tratadas con RA durante 96  h (D). Comparación con la condición 
mock. Se utilizó ACTB como control de carga. 
 
Además, hemos estudiado en estas condiciones la expresión de 
otros marcadores neuronales regulados positivamente con el 
tratamiento con RA, como por ejemplo los genes RET, NTRK2, 
ENO2, GAP43, TH y NEFM. Como se puede observar bien a nivel de 
mRNA o proteína, la inducción del conjunto de marcadores por RA se 
ve parcialmente bloqueada en las células transfectadas con los anti-
A B
C
D
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miRs -10a y -10b y tratadas con RA al comparar con las células 
transfectadas con el control negativo (figura 48). 
 
Figura 48. Análisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión relativa 
de NTRK2 (A), RET (B), GAP43 (C) y ENO2 (D) en células de neuroblastoma SH-
SY5Y sometidas a transfección simulada (mock) y a transfección con control 
negativo NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y posteriormente tratadas con RA 
durante 96  h. Valores relativos a la condición mock. Cada gráfica representa la 
media ± desviación estándar obtenida para cada experimento realizado en triplicado. 
Las comparaciones entre las condiciones anti-miR-10a+RA o -10b+RA y NC-anti-
miR+RA se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias como p<0.001 (***). Análisis por 
western blot de los niveles de proteína NEFM (E) y TH (H) en células de 
neuroblastoma SH-SY5Y sometidas a transfección simulada (mock) y a transfección 
con control negativo NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y posteriormente tratadas 
con RA durante 96  h. Comparación con la condición mock. Se utilizó ACTB como 
control de carga. 
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De la misma manera, quisimos evaluar si la transfección con 
precursores de ambos miRNAs (pre-miR-10a y -10b) era suficiente 
para inducir la diferenciación de células SH-SY5Y. Así que 
estudiamos los efectos de estos precursores sobre la expresión de los 
marcadores de diferenciación anteriormente descritos. Las células SH-
SY5Y transfectadas con pre-miR-10a y -10b mostraron una ligera 
inducción a nivel de mRNA o proteína de la mayoría de los 
marcadores evaluados (figura 49) al comparar con las células control.   
 
Figura 49. Análisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión relativa 
de NTRK2 (A), RET (B), GAP43 (C) y ENO2 (D) en células de neuroblastoma SH-
SY5Y sometidas a transfección simulada (mock) y a transfección con control 
negativo NC-pre-miR, pre-miR-10a y -10b. Valores relativos a la condición mock. 
Cada gráfica representa la media ± desviación estándar obtenida para cada 
experimento realizado en triplicado. Análisis por western blot de los niveles de 
proteína NEFM (E) y TH (H) en células de neuroblastoma SH-SY5Y sometidas a 
transfección simulada (mock) y a transfección con control negativo NC-pre-miR, 
pre-miR-10a y -10b. Valores relativos a la condición mock. Se utilizó ACTB como 
control de carga. 
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La alteración de los niveles de expresión de los marcadores de 
diferenciación debida a la modificación de los niveles de miR-10a y -
10b dentro de la célula, pobrablemente tenga lugar de manera 
indirecta, dado que no existe hasta ahora evidencias experimentales o 
in silico que indiquen que estos genes sean dianas directas de miR-10a 
y -10b.  
Por otro lado, dado que el proceso de diferenciación inducido 
por RA está asociado con una reducción de la proliferación, quisimos 
evaluar si los miRNAs, miR-10a y -10b, ejercen algún efecto sobre 
dicha disminución. Para ello, llevamos a cabo un ensayo de 
proliferación por incorporación de timidina tritiada, utilizando células 
transfectadas con alguno de los oligonucleótidos de RNA (anti-miRs o 
pre-miRs) y tratadas con RA 1 M durante 96  h según la condición. 
Como se observa en la figura 50, si bien el RA ejerce un efecto 
inhibidor de la proliferación, ya descrito con anterioridad, la alteración 
de los niveles de miR-10a y -10b no tienen ningún efecto sobre el 
mismo. 
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Figura 50. La supresión en la expresión de miR-10a y -10b no tiene efecto sobre 
la reducción de la proliferación inducida por RA. A. Incorporación de Timidina-
[3H] en células de neuroblastoma SH-SY5Y sometidas a transfección simulada 
(mock) y a transfección con control negativo NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y 
posteriormente tratadas con RA durante 96  h. Valores relativos a la condición 
mock. La gráfica representa la media ± desviación estándar obtenida para un 
experimento realizado en triplicado. Las comparaciones entre las muestras 
transfectadas con anti-miR-10a o -10b con las transfectadas con el control negativo 
NC-anti-miR se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las 
diferencias estadísticamente no significativas como ns. B. Efecto de la supresión de 
miR-10a y -10b y el tratamiento con RA en la fracción de células en fase S del ciclo 
celular. El porcentaje de células en fase S se obtuvo al analizar el contenido en DNA 
por citometría después de una tinción con yoduro de propidio. Comparación de los 
efectos del tratamiento con RA en células transfectadas con NC-anti-miR, anti-miR-
10a o anti-miR-10b con los observados en células sometidas a transfección simulada 
(mock). 
 
 
A 
B 
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En base a los resultados obtenidos, miR-10a y -10b no parecen  
participar en la reducción de la proliferación de las células SH-SY5Y 
asociada al tratamiento con RA. Sin embargo, queda demostrado que 
sí son elementos clave en el proceso de diferenciación inducido por 
RA, a juzgar por las consecuencias morfológicas y de expresión de 
marcadores de diferenciación que provoca un silenciamiento de los 
mismos. 
 
3.3 Papel de miR-10a y miR-10b en la reducción inducida por RA 
de las capacidades migratorias, invasivas y metastáticas de las 
células SH-SY5Y 
Otros procesos celulares en los que miR-10a y -10b podrían 
tener un papel transcendental son los procesos de migración, invasión 
y metástasis. En varios trabajos se ha descrito que tratamientos largos 
con RA conducen a una reducción en la agresividad biológica de las 
células de neuroblastoma al disminuir sus capacidades migratorias y 
invasivas [51, 191]. De este modo, quisimos comprobar si la 
inducción de miR-10a y miR-10b por RA estaba relacionada con esta 
reducción del comportamiento invasivo, migratorio y metastático de 
las células.  
Primero quisimos analizar el potencial migratorio de las células 
SH-SY5Y transfectadas con los anti-miRs y tratadas con RA mediante 
un ensayo de migración in vitro en insertos, donde se coloca en cada 
pocillo un inserto con una membrana porosa que permite el paso de 
células atraídas por un quimioatrayente, en nuestro caso 10% FBS. 
Las células se sembraron en la cámara superior tras ser teñidas por 
calceína, de forma que la cuantificación del paso de las células se hizo 
por detección de fluorescencia. Tras 48h de incubación, se hizo la 
lectura de fluorescencia de la cámara inferior, lo que nos dió una 
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estimación de las células migradas. Como se observa en la figura 51, 
si bien el tratamiento con RA durante 96  h conlleva a una reducción 
de la migración, una disminución de los niveles de miR-10a y miR-
10b mediante los anti-miRs específicos no sólo suprime dicha 
reducción inducida por RA, sino que es capaz de incrementarla.  
 
Figura 51.  Papel de miR-10a y -10b en la reducción de la migración inducida 
por RA. Células transfectadas con mock, NC-antimiR, anti-miR-10a y -10b, y 
posteriormente tratadas con RA 1 M o vehículo durante 96  h se tiñeron con 
Calceína AM, y se emplearon en ensayos de migración en pocillos, descritos en 
Material y Métodos. La gráfica representa la media ± desviación estándar de un 
experimento representativo realizado en triplicado. Las comparaciones entre las 
muestras transfectadas con anti-miR-10a o -10b con las transfectadas con el control 
negativo NC-anti-miR se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias como p<0.05 (*) y 
p<0.01 (**). 
 
A continuación, quisimos evaluar la actividad invasiva de las 
células en estas condiciones empleando un ensayo con insertos similar 
al de migración, si bien en este caso la membrana porosa del inserto 
que separa las dos cámaras, superior e inferior, es recubierta con 
Matrigel, un sustitutivo comercial que imita la membrana basal. En 
este caso la cuantificación del paso las células se realizó de forma 
diferente, recogiendo las células de ambas cámaras con tripsina y 
añadiendo a cada porción un reactivo que conduce a la lisis celular y a 
la generación de una señal quimoluminiscente proporcional a la 
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cantidad de ATP presente en las células. En estas condiciones, el 
tratamiento con RA durante 96  h de las células SH-SY5Y conduce a 
un aumento de su potencial invasivo, mientras que en las células 
transfectadas con los anti-miR-10a y -10b este aumento todavía es 
mayor, lo que indica que la inducción de ambos miRNAs contribuye a 
rebajar el potencial invasivo (figura 52). 
 
Figura 52. Papel de miR-10a y -10b en la reducción de la invasión inducida por 
RA. Células transfectadas con mock, NC-antimiR, anti-miR-10a y -10b, y 
posteriormente tratadas con RA 1 M o vehículo durante 96  h, se emplearon en 
ensayos de invasión en pocillos descritos en Material y Métodos. La gráfica 
representa la media ± desviación estándar de tres experimentos realizados en 
triplicado. Las comparaciones entre las muestras transfectadas con anti-miR-10a o -
10b con las transfectadas con el control negativo NC-anti-miR se analizaron a través 
de la prueba de t-student, indicando las diferencias estadísticamente significativas 
entre las medias como p<0.01 (**)  y las no significativas como ns. 
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Para estudiar los efectos del tratamiento con RA sobre el 
potencial metastático de células de neuroblastoma y el papel que 
desempeña la inducción de miR-10a y -10b en el mismo, empleamos 
un ensayo de membrana corioalantoidea del huevo de gallina 
conocido como CAM assay. Este ensayo resulta ser una eficiente 
manera para estudiar angiogenesis, invasión, intravasación y 
metastasis in vivo. Las ventajas que proporciona este sistema son: 
a. El embrión de pollo es un huésped inmunodeficiente natural que 
acepta el transplante de varios tejidos y es susceptible tanto a 
metástasis experimental como espontánea. 
b. Posee un conjunto de membranas extra-embriónicas que están 
conectadas con el embrión a través de un sistema circulatorio que 
permite ser manipulado y observado con relativa facilidad. 
c. Es un sistema experimental in vivo que recapitula todos los 
pasos de la cascada metastática. 
d. Es un modelo in vivo que permite diferenciar entre 
intravasación, invasión local y metástasis distante. 
e. Las células humanas metastáticas en órganos secundarios 
pueden ser convenientemente detectadas, llevando a cabo PCRs 
cuantitativas contra secuencias humanas Alu, ya que el DNA 
genómico de pollo carece de estas secuencias.   
En la figura 53 se representa un esquema del estudio de la 
metástasis. 
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Figura 53. Esquema del estudio de la metastasis. Para el estudio del potencial 
metastático se inoculan las células a estudiar sobre la membrana corioalantoidea 
superior que queda expuesta al generar una bolsa de aire artificial en embriones de 
pollo de 10 dias. El dia 17 se abre la cáscara del huevo a lo largo de una 
circunferencia, se extrae el embrión y se le interviene para aislar órganos 
secundarios como el hígado o los pulmones, que procesan a continuación para 
obtener el DNA genómico, para así analizar la presencia de metástasis o no 
mediante la detección de secuencias Alu por PCR a tiempo real. Para la 
cuantificación del número de células se realiza una curva estándar a partir de 
distintas diluciones de DNA genómico obtenido de la células crecidas en placa y 
mezcladas con una cantidad fija de DNA genómico de pollo que proporciona un 
ruido de fondo equivalente al proporcionado por las muestras objeto de estudio. 
Tomado de [192].    
 
 
Chicken Chorioallantoic Membrane (CAM) Assay  
                    Resultados 
 
 - 195 - 
 
 
Este ensayo requiere el empleo de un número suficiente de 
embriones de pollo por condición, por lo que llevar a cabo el estudio 
para un número considerable de condiciones supone una mayor 
dificultad en el procesado de todas las muestras en paralelo. De esta 
manera, habiendo demostrado una respuesta similar en migración e 
invasión por parte de las células transfectadas con los anti-miRs-10a y 
-10b, decidimos simplificar el estudio testando el potencial 
metastático de las células SH-SY5Y transfectadas con uno de los anti-
miRs (anti-miR-10a) o con el control negativo NC-anti-miR y 
posteriormente tratadas con RA o un vehículo durante 96  h. En este 
ensayo se observó la presencia de células transfectadas con el control 
negativo NC-anti-miR que conseguían alcanzar los pulmones 7 días 
después de ser depositadas sobre la membrana corioalantoidea de 
embriones de pollo de 10 días. En cambio, las células transfectadas 
con anti-miR-10a demostraban poseer un mayor potencial metastático 
al incrementar el número de las mismas en este órgano. Por otro lado,  
el tratamiento con RA de las células transfectadas con el control 
negativo NC-anti-miR redujo significativamente su presencia en los 
pulmones de pollo, mientras que esta reducción se vio impedida en 
células transfectadas con el anti-miR-10a (figura 54). 
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Figura 54. Papel de miR-10a y -10b en la reducción de la invasión inducida por 
RA. Células transfectadas con NC-antimiR, anti-miR-10a y posteriormente tratadas 
con RA 1 M o vehículo durante 96 h,  se depositaron sobre la membrana 
corioalantoidea superior de embriones de pollo de 10 días y se determinó el número 
de células SH-SY5Y metastáticos en pulmón a los 7 dias según se describe en 
Material y Métodos. La gráfica representa la media ± desviación estándar de seis 
ensayos realizados en paralelo. Las comparaciones entre las muestras transfectadas 
con anti-miR-10a con las transfectadas con el control negativo NC-anti-miR se 
analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias como p<0.05 (*) y p<0.01 (**). 
 
En base a estos resultados, miR-10a y miR-10b se muestran 
como elementos clave implicados en la reducción de la agresividad 
biológica de las células de neuroblastoma desencadenada por el 
tratamiento con RA.  
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3.4 Identificación y validación de dianas directas de miR-10a y -
10b en células de neuroblastoma SH-SY5Y 
Antes de realizar una búsqueda de nuevas dianas directas para 
ambos miRNAs, quisimos primero validar una diana molecular directa 
de miR-10a previamente identificada en células de cáncer de mama  
[193-195]. En estos trabajos se demuestra que miR-10a regula 
negativamente la traducción de la proteína HOXD10. Partiendo de este 
resultado, quisimos comprobar si esta regulación negativa se cumplía 
también en células SH-SY5Y. Para ello, evaluamos si los niveles de 
proteína HOXD10 en células SH-SY5Y pudiesen verse aumentados 
con la reducción de los niveles de miR-10a y miR-10b mediante la 
transfección con los anti-miR-10a y -10b y posterior tratamiento con 
RA. En base a los resultados de Western Blot, no observamos ningún 
cambio en los niveles de la proteína HOXD10 (figura 55).  
 
Figura 55.  Validación de la diana molecular préviamente descrita HOXD10 en 
células SH-SY5Y. Análisis de la expresión de la proteína HOXD10 por  Western 
blot en células SH-SY5Y transfectadas con mock, NC-antimiR, anti-miR-10a y -
10b, y posteriormente tratadas con RA 1 M durante 96  h en comparación con las 
células sólo transfectadas con mock.    
De esta manera, el siguiente paso consistió en realizar alguna 
aproximación que permitiese identificar nuevos genes diana 
candidatos para estos miRNAs. En este sentido, se realizó una 
aproximación bioinformática basada en la integración de datos de 
mRNAs y miRNAs. Para ello, se cruzó la lista de mRNAs regulados 
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negativamente a las 48h de tratamiento con RA (datos procedentes del 
experimento de arrays de Affymetrix), con una lista de genes diana 
predichos bioinformáticamente para los miRNAs miR-10a y miR-10b, 
regulados positivamente a dicho tiempo de tratamiento. En  la lista 
anterior se incluyeron sólo genes comunes predichos por tres bases de 
datos distintas:  miRbase targets [195-196], Targetscan [197] and 
Pictar [198].  En esta aproximación, se eligió la lista de mRNAs 
regulados negativamente en base al papel desestabilizador de la 
mayoría de los miRNAs. Además, sólo se consideraron mRNAs que 
contenían en sus regiones 3’-UTR, secuencias de unión a estos 
miRNAs conservadas evolutivamente. Al evaluar la lista resultante los 
genes que ocuparon las primeras posiciones eran dos miembros de la 
familia de factores de splicing ricos en arginina/serina: SFRS1 
(SF2/ASF) and SFRS10 (TRA2B) (figura 56).  
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Figura 56. Identificación de las regiones 3’UTR de los mRNAs SFRS1 y 
SFRS10 como dianas directas de miR-10a y miR-10b. A y B. Localización de los 
sititos diana predichos para miR-10a y -10b en las regiones 3’UTR de los mRNAs 
SFRS1 (A) y SFRS10 (B). Las bases no apareadas se indican en minúscula arriba y 
abajo del dúplex. El valor del ∆G predicho se ha calculado mediante un análisis 
mFold. La numeración de los nucleótidos en los mRNAs SFRS1 y SFRS10 se ha 
establecido en base a las entradas NM_006924 y NM_004593, respectivamente,  de 
la base de datos Refseq. En la parte inferior de la figura se representa la 
conservación de las secuencias diana de miR-10a y -10b en las regiones 3’UTR de 
los mRNAs SFRS1 y SFRS10 en mamíferos. 
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Con el objetivo de comprobar si los miRNAs -10a y -10b 
ejercen su función a través de su unión a las regiones 3’UTR de los 
mRNAs de SFRS1 y SFRS10, se realizaron ensayos luciferasa 
utilizando plásmidos que contienen el gen reportero luciferasa y las 
regiones 3’-UTR de los genes clonados corriente abajo. La 
cotransfección de estos plásmidos junto moléculas precursoras para 
ambos miRNAs, pre-miR-10a y pre-miR-10b, en células HeLa resultó 
en una reducción de cerca del 80% de la actividad luciferasa, al 
comparar con la cotransfección con un precursor inespecífico (control 
negativo pre-miR) (figura 57A-B). Por el contrario, la cotransfección 
de los plásmidos reporteros con los anti-miRs -10a y -10b produjo el 
efecto contrario, al aumentar la actividad del plásmido reportero que 
contenía la región 3’-UTR del mRNA SFRS1 en comparación del 
control anti-miR. Sin embargo, sólo el anti-miR-10b fue capaz de 
incrementar la actividad del plásmido reportero que incluía la región 
3’-UTR del mRNA SFRS10 (figura 57C-D).   
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Figura 57. Validación de las regiones 3’UTR de los mRNAs SFRS1 y SFRS10 
como dianas directas de miR-10a y miR-10b. A-B.  Efecto de la sobreexpresión 
de miR-10a y -10b sobre la actividad de los plásmidos reporteros que incluyen las 
regiones 3’UTR de los mRNAs SFRS1 y SFRS10 en células HeLa. Las células 
HeLa se cotransfectaron con las construcciones reporteras y los precursores pre-
miR-10a, -10b o NC-pre-miR. Las gráficas representan la media ± desviación 
estándar expresada en unidades relativas de señal para tres experimentos 
independientes realizados en triplicado. Las comparaciones entre las condiciones 
pre-miR-10a o -10b y NC-pre-miR se analizaron a través de la prueba de t-student, 
indicando las diferencias estadísticamente significativas entre las medias como 
p<0.01 (**). C-D. Efecto de la reducción de los niveles endógenos de miR-10a y -
10b sobre la actividad de los plásmidos reporteros que incluyen las regiones 3’UTR 
de los mRNAs SFRS1 y SFRS10 en células HeLa. Las células HeLa se 
cotransfectaron con las construcciones reporteras y los anti-miRs: anti-miR-10a, -
10b o NC-anti-miR. Las gráficas representan la media ± desviación estándar 
expresada en unidades relativas de señal para un experimento representativo 
realizado en triplicado. Las comparaciones entre las condiciones anti-miR-10a o -
10b y NC-anti-miR se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias como p<0.001 (***) y 
las no significativas como ns. 
Para comprobar la especificidad de estos efectos, las regiones 
3’-UTRs  se clonaron en dirección opuesta en los plásmidos con el 
A B
C D 
Resultados  
- 202 - 
gen reportero luciferasa. En estas condiciones los efectos de los anti-
miRs -10a y -10b, así como de los pre-miRs -10a y -10b, 
desaparecieron o resultaron drásticamente reducidos (figura 58).  
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Figura 58. Las regiones 3’UTR de los mRNAs SFRS1 y SFRS10 clonadas en 
dirección opuesta suprimen o reducen drásticamente los cambios en la 
actividad luciferasa observados al variar los niveles miRNA-10a y miR-10b. A-
B.  Efecto de la sobreexpresión de miR-10a y -10b sobre la actividad de los 
plásmidos reporteros que incluyen las regiones 3’UTR en dirección opuesta de los 
mRNAs SFRS1 y SFRS10 en células HeLa. Las células HeLa se cotransfectaron 
con las construcciones reporteras y los precursores pre-miR-10a, -10b o NC-pre-
miR. Las gráficas representan la media ± desviación estándar expresada en unidades 
relativas de señal para tres experimentos independientes realizados en triplicado. C y 
D. Efecto de la reducción de los niveles endógenos de miR-10a y -10b sobre la 
actividad de los plásmidos reporteros que incluyen las regiones 3’UTR en dirección 
opuesta de los mRNAs SFRS1 y SFRS10 en células HeLa. Las células HeLa se 
cotransfectaron con las construcciones reporteras y los anti-miRs anti-miR-10a, -10b 
o NC-anti-miR. Las gráficas representan la media ± desviación estándar expresada 
en unidades relativas de señal para un experimento representativo realizado en 
triplicado. 
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3.5 Alteración en los niveles de mRNA y proteína SFRS1 mediante 
el silenciamiento o sobreexpresión de miR-10a y miR-10b en 
células HeLa y SH-SY5Y 
Dado que los miRNAs ejercen su función post-transcripcional 
mediante la supresión traduccional y/o la desestabilización del 
mRNA, nos planteamos evaluar que efecto produce el silenciamiento 
o sobreexpresión de miR-10a y miR-10b sobre los niveles de mRNA y 
proteína SFRS1 en células HeLa y SH-SY5Y.  
Al realizar la transfección de los anti-miRs -10a y -10b en 
células HeLa, obtuvimos una reducción de cerca del 80% en los 
niveles endógenos de miR-10a y miR-10b comparado con el control 
negativo anti-miR (figura 59A y B). Esta reducción en los niveles de 
ambos miRNAs produjo un aumento en la expresión endógena de la 
proteína SFRS1 (figura 59C). Al evaluar en estas condiciones los 
niveles de mRNA SFRS1 mediante RT-PCR cuantitativa, observamos 
que esta reducción en la expresión endógena de ambos microRNAs 
conlleva un aumento del mRNA SFRS1 (figura 59D), lo que sugiere 
que la regulación de este gen por parte de miR-10a y miR-10b ocurre 
a través de una desestabilización de su mRNA. 
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Figura 59. La reducción de miR-10a y -10b incrementa los niveles de mRNA y 
proteína SFRS1 en células HeLa. A y B. Análisis de la expresión por RT-PCR a 
tiempo real de los niveles endógenos de miR-10a y -10b en células HeLa 
transfectadas con anti-miR-10a y -10b en comparación con NC-anti-miR. C. 
Análisis por western blot de los niveles de proteína SFRS1 en células HeLa 
transfectadas con NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b. Se utilizó ACTB como control 
de carga. D. Análisis de la expresión por RT-PCR a tiempo real de los niveles 
endógenos de SFRS1 en las mismas condiciones. La gráfica representa la media y 
desviación estándar de los niveles de SFRS1 mRNA relativos a la muestra NC-anti-
miR de un experimento realizado en triplicado. Las comparaciones entre las 
muestras transfectadas con anti-miR-10a o -10b con las transfectadas con el control 
negativo NC-anti-miR se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias como p<0.05 (*) y 
p<0.001 (***) y las no significativas como ns. 
 
Si analizamos de forma equivalente los niveles relativos de 
mRNA y proteína SFRS1 en células SH-SY5Y transfectadas con los 
anti-miRs y tratadas con RA, observamos que la regulación de SFRS1 
por parte de miR-10a y miR-10b durante la diferenciación inducida 
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con RA ocurre también a través de un mecanismo de desestabilización 
del mRNA. Como demuestra la figura 60, los niveles de mRNA y 
proteína SFRS1 disminuyen de forma paralela durante el tratamiento 
con RA de las células SH-SY5Y. Sin embargo, esta disminución se ve 
impedida en células transfectadas con anti-miR-10a y -10b y tratadas 
con RA, comparado con las células control. 
 
Figura 60. La reducción de miR-10a y -10b incrementa los niveles de mRNA y 
proteína SFRS1 en células SH-SY5Y. A. Análisis por western blot de los niveles 
de proteína SFRS1 en células de neuroblastoma SH-SY5Y transfectadas con  mock, 
NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y posteriormente tratadas con RA durante 96  h, 
en comparación con células transfectadas con mock. Se utilizó ACTB como control 
de carga. B. Análisis por RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión relativa 
de mRNA SFRS1 en células de neuroblastoma SH-SY5Y transfectadas con  mock, 
NC-anti-miR, anti-miR-10a y -10b, y posteriormente tratadas en algunos casos con 
RA durante 72h y 96  h, en comparación con células transfectadas con NC-anti-miR 
y no tratadas. Cada gráfica representa la media ± desviación estándar obtenida para 
un experimento realizado en triplicado. Las comparaciones entre las muestras 
transfectadas con anti-miR-10a o -10b con las transfectadas con el control negativo 
NC-anti-miR se analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias como p<0.05 (*) y 
p<0.01 (**) y las no significativas como ns. 
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Por otro lado, quisimos determinar si una sobrexpresión de miR-
10a y miR-10b en dichas células podía tener un efecto opuesto en los 
niveles de mRNA y proteína SFRS1. Con la transfección transitoria de 
los precursores pre-miR-10a y -10b en células HeLa obtuvimos un 
aumento de la expresión de miR-10a de 4000 veces y de miR-10b de 
7000 veces comparado con las células transfectadas con el control 
negativo (figura 61A y B). En esas condiciones, se observó una 
reducción en los niveles de mRNA y proteína SFRS1 en células HeLa 
transfectadas con pre-miR-10a. Sin embargo esta reducción fue menos 
notable en el caso de de células HeLa transfectadas con pre-miR-10b 
(figura 61C y D). En las células SH-SY5Y la transfección con pre-
miR-10b produjo una reducción en los niveles de mRNA y proteína 
SFRS1, mientras que el efecto producido por pre-miR-10a fue en este 
caso menos importante (figura 61E y F). 
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Figura 61.  La sobreexpresión de miR-10a y -10b conduce a una reducción en  
los niveles de proteína SFRS1 en células HeLa y SH-SY5Y a través de una 
disminución de los niveles de mRNA. A y B. Análisis de la expresión por RT-PCR 
a tiempo real de los niveles endógenos de miR-10a y -10b en células HeLa 
transfectadas con pre-miR-10a y -10b, en comparación con NC-pre-miR. C. Análisis 
por western blot de los niveles de proteína SFRS1 en células HeLa transfectadas con 
NC-pre-miR, pre-miR-10a y -10b. Se utilizó ACTB como control de carga. D. 
Análisis de la expresión por RT-PCR a tiempo real de los niveles endógenos de 
SFRS1 en las mismas condiciones. La gráfica representa la media y desviación 
estándar de los niveles relativos a la muestra NC-pre-miR de SFRS1 mRNA de un 
experimento realizado en triplicado. E. Análisis por western blot de los niveles de 
proteína SFRS1 en células de neuroblastoma SH-SY5Y transfectadas con NC-anti-
miR, pre-miR-10a y -10b. Se utilizó ACTB como control de carga. F. Análisis por 
RT-PCR a tiempo real de los niveles de expresión relativa de mRNA SFRS1 en 
células de neuroblastoma SH-SY5Y transfectadas con pre-miR-10a y -10b, en 
comparación con NC-pre-miR. Cada gráfica representa la media ± desviación 
estándar obtenida para un experimento realizado en triplicado. Las comparaciones 
entre las condiciones pre-miR-10a o -10b y NC-pre-miR se analizaron a través de la 
prueba de t-student, indicando las diferencias estadísticamente significativas entre 
las medias como p<0.05 (*), p<0.01 y p<0.001 (***) y las no significativas como ns. 
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3.6 Estudio de la regulación de las funciones  de SFRS1 por los 
microRNAs miR-10a y miR-10b 
La proteína SFRS1 (SF2/ASF) presenta funciones importantes 
en la regulación del splicing alternativo y en promover la iniciación de 
la traducción de ciertos mRNAs con secuencias de unión específicas 
para este factor de splicing [119, 169, 199]. Por ello, quisimos evaluar 
si la regulación de los niveles de proteína SFRS1 mediada por miR-
10a y miR-10b podría afectar a los procesos funcionales en los que 
SFRS1 está envuelto. 
Por ejemplo, SFRS1 participa en la regulación del splicing 
alternativo del exón 10 del gen tau a través de un elemento de splicing 
exónico (ESE), siendo éste un evento que se ve alterado en situaciones 
patológicas específicas [170]. La reducción de los niveles de proteína 
SFRS1 en células SH-SY5Y, por transfección con los precursores pre-
miR-10a y pre-miR-10b, resultó en una disminución en el porcentaje 
de inclusión del exón 10, como demuestran los productos de RT-PCR 
utilizando primers flanqueantes específicos (figura 62A y B). 
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Figura 62. La alteración experimental de los niveles de miR-10a y -10b 
modifica las funciones de SFRS1 en la regulación del splicing alternativo y la 
traducción de mRNAs específicos. A. El splicing alternativo del exon 10 de la 
proteína tau en células SH-SY5Y se ve alterado por la transfección con los 
precursores pre-miR-10a, -10b y NC-pre-miR. Se realizaron RT-PCRs de extractos 
de RNA de células SH-SY5Y transfectadas con los precursores, utilizando primers 
flanqueantes del exon 10 de la proteína tau de acuerdo con [170]. B. Cuantificación 
del porcentaje de inclusion del exon 10. La gráfica representa la media ± desviación 
estándar de tres experimentos independientes. C. Representación esquemática de los 
genes reporteros utilizados en el análisis de la regulación de la traducción . Tomado 
de [169]. D. Efecto de la alteración de los niveles de miR-10a y -10b sobre la 
traducción de los reporteros luciferasa LCS-EDA. Las células de neuroblastoma se 
transfectaron en paralelo con los reporteros luciferasa LCS-EDA o LCS-EDAmt y el 
correspondiente pre-miR-10a, -10b o NC-pre-miR, junto con el reportero luciferasa 
Renilla carente de promotor que sirvió de control interno. Después de la transfección 
se determinaron las actividades luciferasa. La gráfica representa la media ± 
desviación estándar del ratio entre las actividades de los reporteros LCS-EDA y 
LCS-EDAmt para los diferentes grupos de transfección de dos experimentos 
realizados por triplicado. Las comparaciones entre las muestras transfectadas con 
pre-miR-10a o -10b con las transfectadas con el control negativo NC-pre-miR se 
analizaron a través de la prueba de t-student, indicando las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias como p<0.05 (*). 
* * 
* * 
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Para comprobar la influencia de miR-10a y -10b sobre la 
función potenciadora de la traducción dependiente de SFRS1, se 
empleó un plásmido reportero de traducción con la secuencia 
codificante para la Luciferasa que incluye un elemento de splicing 
exónico (ESE) procedente del dominio extra de la fibronectina 
(EDA’s ESE; pLCS-EDA), o bien incluye su versión mutada, incapaz 
de unir SFRS1 (pLCS-EDAmt) (figura 62C y [169]).  Las células 
HeLa se transfectaron con pLCS-EDA o pLCS-EDAmt, junto pre-
miR-10a, pre-miR-10b o el control negativo pre-miR y el reportero 
luciferasa Renilla carente de promotor, que sirvió de control interno. 
Tras 48h de cotransfección se midió en paralelo la actividad luciferasa 
relativa procedente de ambos plásmidos. El efecto de la secuencia 
EDA’s ESE resulta en un aumento de la traducción de 
aproximadamente 5 veces.  Sin embargo este aumento se ve 
notablemente reducido (aproximadamente el 40%) por la presencia en 
la célula de los precursores pre-miR-10a y -10b al comparar con el 
control negativo pre-miR que no presenta ningún efecto (figura 62D).  
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Los Receptores Nucleares de RA tradicionalmente se han 
considerado factores de transcripción regulados por ligando que 
regulan la expresión de genes diana a través de su unión a elementos 
específicos (RARE) contenidos en sus promotores. Sin embargo, 
durante los últimos años, nuestro grupo ha aportado evidencias claras 
que confirman la implicación del RA y sus receptores en acciones no 
transcripcionales mediadas a través de rutas de señalización. En 
nuestro laboratorio se ha descrito que la administración de RA a las 
células de neuroblastoma SH-SY5Y conduce a la activación rápida de 
rutas de señalización importantes como la PI3K/AKT y la ERK 
MAPK. Además, se ha demostrado que la activación de la PI3K está 
mediada por el Receptor clásico del Ácido Retinoico (RAR) y es 
requerida durante la diferenciación de células de neuroblastoma SH-
SY5Y [54, 167]. Esta señalización conduce a la fosforilación de 
distintos sustratos nucleares, entre los que se encuentran componentes 
importantes de la regulación transcripcional y post-transcripcional 
[136]. Concretamente, se ha visto fosforilación ya temprana (30 min 
de tratamiento con RA) de distintas proteínas nucleares implicadas en 
la remodelación de la cromatina asociada con la regulación de la 
transcripción (H1.5, HMGB1, HP1), también en el procesamiento del 
RNA y, particularmente, en el splicing de mRNAs (proteínas de unión 
a RNA, hnRNPs, factores de splicing (SFs), RNA helicasas), así como 
componentes que participan en la regulación de la traducción 
(SF2/ASF). Los resultados obtenidos hasta el momento indican que 
las acciones no transcripcionales junto a las acciones genómicas 
clásicas, ambas mediadas por los receptores nucleares del RA, se 
integran y convergen en múltiples niveles para regular la expresión 
génica durante la diferenciación de células de neuroblastoma SH-
SY5Y. 
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El presente trabajo ha querido aportar, desde un punto de vista 
genómico, más información de las acciones del RA sobre varios de los 
niveles de regulación de la expresión génica. Por una parte, se han 
evaluado los cambios de expresión de los mRNAs a distintos tiempos 
de tratamiento con RA 1 M mediante la tecnología de microarrays, 
empleando dos versiones distintas, los 3’IVT y la nueva generación de 
Exon Arrays. Los dos análisis llevados a cabo nos han posibilitado 
agrupar los genes en distintos patrones de expresión, para 
posteriormente obtener una descripción funcional de los mismos. 
Además hemos conocido el efecto de la activación de estas vías de 
señal por parte del RA sobre la expresión de genes intermedios 
mediante el uso de inhibidores específicos para dichas quinasas. Por 
otro lado, gracias a la tecnología de los Exon arrays, hemos 
identificado posibles eventos de splicing alternativo inducidos por el 
tratamiento con RA, diferenciando entre aquellos genes que presentan 
o no un cambio significativo en su expresión con el tiempo de 
tratamiento. Finalmente, en nuestro último objetivo se ha analizado 
los cambios de expresión con el tratamiento con RA de la reciente 
familia de reguladores post-trancripcionales, los microRNAs, para 
posteriormente centrarnos en la función desempeñada por los dos 
miembros (miR-10a y -10b) con mayor sobreexpresión con el 
tratamiento con RA.  
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1. El tratamiento con RA produce un cambio significativo de la 
expresión de genes implicados en distintos procesos biológicos 
relacionados con la diferenciación neuronal 
Con el análisis de los datos procedentes de los microarrays 
3’IVT se identificaron 140 genes diferencialmente expresados. 
Mediante procedimientos de agrupamiento como clustering jerárquico 
o K-means se vio que estos genes se agrupaban en tres patrones de 
expresión: genes expresados a los 30 min (34 genes), a las 6 h (39 
genes) y a las 24 h (67 genes) de tratamiento con RA. Mientras que 
los patrones de expresión mediano (6 h) y tardío (24 h) se 
caracterizaron por presentar cambios de expresión más acusados, los 
genes que integraban el patrón de expresión temprano (30 min) 
experimentaban cambios más leves. Sin embargo, estos resultados 
deben completarse en gran medida en base al posterior análisis 
realizado a los datos procedentes de los Exon arrays, en el que se 
identificaron un total de 10.229 genes expresados diferencialmente 
con el tiempo de tratamiento con RA. Ambos análisis comparten 94 
genes, entre los que se encuentran muchos genes previamente 
relacionados con una señalización por RA (RARB, RARA, RET, 
MYC, NTRK2, NAV2, etc.). La notable diferencia en cuanto al resto 
de genes podría radicar en distinto diseño y tratamiento de los chips, 
que permite evaluar aproximadamente el doble de genes, así como 
posibles diferencias existentes entre las muestras. El agrupamiento 
génico de los 10.229 genes por clustering jerárquico o K-means 
confirmaba además una mayor variedad de patrones de expresión 
respecto el primer análisis, con un total de 8 clusters. Los clusters 1, 2, 
4, 6 y 7 contienen genes con cambios de expresión que se originan de 
forma temprana (respuesta temprana, a las 0.5  h), siendo tan sólo el 
cluster 7 el que presenta un perfil similar al patrón de expresión 
temprano del primer análisis. Por otro lado, los clusters 5 y 8 forman 
Discusión  
 
- 216 -  
parte de una repuesta intermedia (a las 6  h), donde el cluster 8 se 
asemeja al patrón de expresión intermedia previamente descrito. 
Finalmente, el cluster 3 reúne los genes con una inducción tardía (a las 
24 h) y equivale al patrón de expresión tardío del primer análisis. 
El estudio funcional de los genes contenidos en cada respuesta 
utilizando la base de datos del Gene Ontology demostraba que ambos 
análisis coinciden a la hora de asignar algunas de las categorías 
funcionales a cada una de las respuestas. En este sentido, en ambos 
casos hemos comprobado que la respuesta temprana la integran genes 
con una función en el procesamiento de RNA y la regulación de la 
apoptosis. En cambio, la respuesta intermedia la forman genes 
relacionados con desarrollo, diferenciación, biogénesis ribosomal, 
metabolismo del RA y señalización por el receptor de RA. 
Finalmente, la respuesta tardía coincide al indicar que los genes que la 
constituyen participan en metabolismo, especialmente de lípidos y 
oligosacáridos, y en quimiotaxis. 
Sin embargo, como cabía esperar por el mayor número de genes 
detectados, el segundo análisis aporta nuevas categorías funcionales a 
cada una de las respuestas. En la respuesta temprana no sólo parece 
integrarla genes de procesamiento de RNA y apoptosis, sino que 
especialmente notorios son los procesos de catabolismo de proteínas 
por ubiquitinación, el transporte intracelular, la organización de 
distintos componentes celulares, como el aparato de Golgi, el centro 
organizador de microtúbulos, así como la organización de complejos 
macromoleculares implicados en inicio de la transcripción basal, la 
formación de proyecciones celulares y la sinapsis. Además participan 
genes en la respuesta a un estímulo de daño del DNA, que implica 
punto de control en la transición G2/M y reparación del DNA, y genes 
con función en el recubrimiento de mielina en neuronas  y la 
especificación de un patrón anterior/posterior. 
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Por otro lado la respuesta intermedia, la constituyen genes que 
participan también en el procesamiento de RNA, si bien en este caso 
especialmente procesamiento de rRNAs y mRNAs. Además, 
coincidentes con la respuesta temprana son también los procesos de 
catabolismo proteosomal dependiente de ubiquitina y la regulación 
negativa de la apoptosis. Sin embargo, destacan también la presencia 
de procesos de traducción, plegamiento y modificación de proteínas, 
la biogénesis de complejos ribonucleoproteicos (subunidades 
ribosomales y las snRNPs espliceosomales), biogénesis de complejos 
de la cadena respiratoria mitocondrial y del inicio de la transcripción 
mediada por receptores nucleares, la regulación de la plasticidad y 
transmisión sináptica. 
Finalmente, en la respuesta tardía forman parte también los 
procesos de determinación del eje anterio-posterior, desarrollo del 
sistema nervioso y regulación de la muerte celular. En cambio, incluye 
nuevos procesos como la biosíntesis de AMPcíclico y 
neurotramisores, la respuesta a proteína no plegada en el retículo 
endoplásmico, la secreción de proteína y de ion sodio, la regulación de 
la orientación axonal, reconocimiento celular, comunicación celular y 
el aprendizaje. También participan genes en la regulación negativa de 
la transcripción específica de gen, mediante impronta genética, y la 
regulación negativa de la supervivencia del producto de expresión 
génica. 
Adicionalmente, se confirmaron los procesos biológicos 
asignados a cada una de las respuestas, al demostrar la presencia de 
genes que participan en distintas rutas de señalización relacionadas 
con dichos procesos. Así para la respuesta temprana, se registraron 
rutas implicadas en ciclo celular, proteólisis mediada por ubiquitina, 
daño al DNA y su reparación. Estas rutas parecen señalar la existencia 
de una parada en ciclo celular como respuesta a un daño en el DNA. 
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Entre los genes que se inducen de forma temprana con el tratamiento 
con RA y que participan en la respuesta al daño del DNA se 
encontraron genes clave como ATM, ATR, Rb y p53. Este efecto del 
RA sobre algunos de los elementos que aseguran la integridad del 
DNA, ya había sido descrito con anterioridad en células SH-SY5Y. En 
el trabajo de Fernandes  y colaboradores se detalla que el tratamiento 
de las células SH-SY5Y con RA provoca una activación rápida de la 
quinasa ATM, generalmente asociada a una respuesta por daño al 
DNA, lo que conduce a una fosforilación dependiente de ATM de la 
proteína CREB y a la diferenciación de las células hacia un fenotipo 
neuronal [200]. Este control del ciclo celular puede venir acompañado 
de la intervención de una maquinaria proteolítica capaz de regular la 
actividad de distintos componentes del ciclo celular. De hecho, se ha 
descrito que el RA produce una inducción de la proteolisis mediada 
por ubiquitina de la ciclina D1 durante la diferenciación in vitro de 
otras células tumorales [201]. Adicionalmente, en la respuesta 
temprana quedó de manifiesto rutas relacionadas con diferenciación, 
transporte intracelular de vesículas, crecimiento axonal y migración. 
Este conjunto de procesos implica una remodelación activa y extensa 
del citoesqueleto para ofrecer nuevas configuraciones que permitan 
evolucionar a través de las distintas etapas que conducen a la célula 
hasta su diferenciación neuronal terminal, y que incluyen el 
establecimiento de una polaridad, la migración celular y la 
diferenciación terminal en la que se permite la recepción y transmisión 
de la información [202-203]. También resaltan rutas implicadas en 
inhibición de la apoptosis y supervivencia celular. Este resultado 
corrobora sin duda la activación rápida previamente descrita por 
nuestro grupo de la ruta de la PI3K/AKT, dado su papel general en la 
regulación de la apoptosis y supervivencia celular [54]. Finalmente, la 
existencia de rutas especialmente relacionadas con procesamiento y 
degradación de RNA confirma que estos procesos son clave durante el 
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desarrollo y la diferenciación neural [134]. De hecho, existe un grupo 
diverso de RBPs (RNA-binding proteins), encargadas de regular el 
splicing alternativo durante el desarrollo del sistema nervioso de 
distintos transcritos neuronales, entre los que están receptores de 
neurotransmisores, canales iónicos y moléculas de señalización 
neuronal [204].    
En la respuesta intermedia toman especial relevancia las rutas 
implicadas en el proceso de traducción y su regulación, así como la 
biosíntesis de distintos componentes participantes. En este sentido, la 
estimulación de la traducción por parte del RA en células SH-SY5Y  
ya había sido demostrada con anterioridad por nuestro grupo, donde se 
describió que el RA, mediante la activación de la PI3K/AKT, es capaz 
de inducir la fosforilación de la proteína SFRS1 (SF2/ASF), la cual 
promueve el inicio de la traducción al facilitar un incremento de la 
fosforilación por parte de mTOR de la proteína eIF4E-BP1, un 
inhibidor de la traducción dependiente de caperuza, suprimiendo así 
su actividad [199]. Además, este control del RA sobre la traducción se 
ha relacionado con importantes aspectos fisiológicos de la actividad 
neuronal, como la plasticidad sináptica. Se ha visto que el RA es 
capaz de incrementar el crecimiento dendrítico en neuronas del 
hipocampo mediante un mecanismo en el que el receptor RAR 
estando asociado a membrana regula la traducción de mRNAs 
específicos a través de la activación de las rutas ERK y mTOR [205-
206]. Por otro lado, varios elementos de la ruta clásica de los 
receptores del RA y del complejo proteosomal se encuentran también 
respresentados en esta respuesta intermedia. En este contexto, existen 
varias evidencias que confirman la participación activa del proteasoma 
en el control de la trancripción mediada por los receptores nucleares 
del RA [75].  Otra de las rutas participantes en esta respuesta es la 
fosforilación oxidativa. Hace unos años se demostró la existencia de 
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un control de la fosforilación oxidativa por parte de la vitamina A. Los 
retinoides son clave en la homeostasis energética mitocondrial y son 
capaces de regular la expresión de genes mitocondriales [207]. Este 
control sobre la homeostasis energética, se ha estudiado también para 
los receptores relacionados con estrógenos (ERRs), donde se ha visto 
que una gran parte de los genes, cuyos productos están implicados en 
la biogénesis mitocondrial y la capacidad oxidativa, pueden estar 
regulados por estos receptores [208]. Sin duda, la presencia de 
elementos que integran el complejo espliceosomal en la respuesta 
intermedia demuestra de nuevo la importancia del procesamiento del 
RNA en el contexto de la diferenciación neuronal. En este sentido, se 
ha estudiado con anterioridad que distintos agentes diferenciadores 
son capaces de alterar la abundancia y estado funcional de la proteína 
espliceosomal U1-70K y de proteínas SR en la regulación de la 
biogénesis y función del espliceosoma [209]. Otras rutas 
representativas encontradas participan en endocitosis, regulación de la 
plasticidad y transmisión sináptica. El RA produce la formación de 
neuritas y el establecimiento de contactos celulares en células SH-
SY5Y. Para que tenga lugar esta comunicación neuronal son clave los 
pasos de formación y activación de vesículas sinápticas, junto la 
exo/endocitosis en la región pre-sináptica. En este sentido se ha 
observado que el RA es capaz de incrementar la producción de 
vesículas sinápticas en células SH-SY5Y [210]. Además, el análisis de 
la respuesta intermedia resalta la implicación de varios genes que 
participan en la depresión a largo plazo (DLP). Este resultado está 
relacionado con un estudio con ratones knockout para los receptores 
RARy RXR que demuestra que ambos genes son esenciales para 
los procesos de potenciación a largo plazo (PLP) y DLP en el 
hipocampo [211]. Finalmente, la presencia en la respuesta intermedia 
de la ruta ErbB, implicadas en distintos procesos como migración, 
invasión, diferenciación, indica el RA ejerce un control sobre esta 
                    Discusión  
 
- 221 - 
ruta. De hecho, se ha descrito que el RA consigue disminuir la 
expresión de los receptores ErbB en células de cáncer de mama [212].   
En la respuesta tardía se inducen genes implicados en la 
glicólisis. Recientemente se ha relacionado el RA con la glicólisis y la 
proliferación celular en células SH-SY5Y. Se ha descrito que el RA 
produce una activación de la proteína ubiquitina ligasa APC/C-Cdh1, 
a través de la regulación negativa de Rae1 [213]. Por otra parte, la 
APC/C-Cdh1 promueve la degradación de la PFKFB3, afectando a la 
glicolisis y a la proliferación de las células SH-SY5Y [214]. Entre las 
rutas representadas en la respuesta tardía se encuentra también el 
metabolismo de lípidos en relación a receptores nucleares. Entre los 
genes participantes que se inducen con RA se encuentran PPARD 
(peroxisome proliferator-activated receptor delta) y PPARG 
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma), receptores que 
median la señalización del metabolismo ácidos grasos y que parecen 
ser factores clave en la diferenciación neuronal [215]. 
Adicionalmente, la presencia de distintas rutas de biosíntesis y 
degradación de glicosaminoglicanos nos indican que es necesario un 
control preciso de los niveles de los mismos en la formación de 
neuritas [216]. También, en esta respuesta tardía, la sobreexpresión 
con el tratamiento con RA de genes implicados con el transporte de 
vesículas en el aparato de Golgi, así como transporte desde el mismo a 
lisosomas y viceversa, ya había sido demostrada con anterioridad para 
el RA en otros contextos celulares, donde se consigue incrementar la 
actividad lisosomal al aumentar el tráfico de enzimas desde el trans-
Golgi a los endosomas tardíos y lisosomas [217]. Además algunas 
células, especialmente neuronas, necesitan mantener su polaridad y 
tamaño celular para ser funcionales, por lo que existe un control del 
volumen citoplasmático al regular la actividad lisosomal [218]. Son 
partícipes en esta respuesta tardía la ruta de formación de fibras de 
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estrés y adhesiones focales, que corrobora resultados publicados que 
describen que el RA activa RhoA por transamidación e induce la 
formación de fibras de estrés y complejos de adhesión focal en células 
SH-SY5Y [219]. Finalmente, en la respuesta tardía se incrementa el 
metabolismo de neurotransmisores como el glutamato, como se ha 
descrito en otros modelos de diferenciación neural con RA [220]. 
 
2. La ruta PI3K/AKT ejerce un efecto modulador negativo sobre 
la transcripción de genes intermedios regulados por elementos 
RARE 
Un aspecto interesante es el hecho de que muchos de los genes 
conocidos por poseer elementos RARE en sus promotores se localizan 
en la respuesta intermedia. Este resultado parece indicar que este 
patrón podría estar regulado especialmente por acciones clásicas del 
RA y conducir principalmente a la expresión de genes implicados en 
diferenciación. Sin embargo, aunque tradicionalmente las acciones 
genómicas e independientes de la transcripción de hormonas se han 
considerado dos rutas independientes, en la actualidad conocemos que 
existen conexiones entre la actividad rápida de vías de señal y la 
activación transcripcional mediada directamente por receptores 
nucleares [221]. En este sentido, el estudio realizado en el presente 
trabajo, basado en el establecimiento de posibles interacciones de 
rutas de señalización en la expresión de varios genes intermedios 
regulados positivamente a través de elementos RARE (RARB,  NAV2 
y RET), nos ha aportado nuevos resultados que confirman este tipo de 
conexiones. Concretamente, la ruta PI3K/AKT regula negativamente 
la expresión de los tres genes estudiados, la MAPK ERK1/2 tiene un 
efecto contrario sólo en los genes NAV2 y RET, y la MAPK p38 
regula también negativamente la expresión de RET. Estas diferencias 
encontradas en la regulación de estos genes pueden atribuirse a la 
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distinta composición en elementos de regulación de los propios 
promotores. De entre estos efectos, destaca el efecto inhibitorio en la 
expresión desencadenado por la activación de la PI3K/AKT, por ser 
común para los tres genes regulados a través de elementos RARE. 
Además esta acción se observa a las 6 h de tratamiento y no afecta a la 
estabilidad del mRNA.  
Un ejemplo claro de la implicación de las vías de señalización 
sobre la activación transcripcional mediada directamente por 
receptores RAR quedó descrito en el trabajo de Brück y 
colaboradores, donde se demostró que el RA activa rápidamente la 
ruta MAPK p38/MSK1 en células MEF, provocando la fosforilación 
del receptor RAR y su posicionamiento, formando parte de un 
complejo con TFIIH, en los elementos de respuesta de los promotores 
de genes diana como RAR. En este sentido, resultados 
obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que el tratamiento con 
RA de las células SH-SY5Y conduce a una activación de MSK1. Sin 
embargo, dicha activación parece ser independiente de la MAPK p38, 
dado que se ha comprobado que no forma parte de las acciones 
independientes de la transcripción del RA en células SH-SY5Y. 
Adicionalmente, se ha observado que la activación de MSK1 viene 
incrementada si se realiza el pretratamiento previo con el inhibidor LY 
[222]. De este modo, el incremento observado con el pretratamiento 
con LY de la expresión  de RAR, al igual que los demás genes 
(NAV2 y RET), se podría relacionar con ese aumento de la actividad 
MSK1 observado con el mismo tratamiento. Sin embargo, quedaría 
por esclarecer que ruta es la responsable de la activación de la MSK1. 
En este contexto, se ha visto que otra hormona, la progesterona, es 
capaz de activar la MSK1 a través de la MAPK ERK1/2, formando un 
complejo activo Receptor de Progesterona (PR)-ERK1/2-MSK1 que 
es reclutado  en los promotores de genes diana y que conduce a la 
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fosforilación de la serina 10 de la histona 3, con el subsiguiente 
desarrollo de los eventos que conducen a la activación transcripcional 
[223]. Del mismo modo, podríamos pensar que la activación de MSK1 
podría tener lugar a través de la activación descrita previamente por 
nuestro grupo de la MAPK ERK1/2 por parte del RA en células SH-
SY5Y. Una activación que se ha visto notablemente reforzada con el 
pretratamiento con el inhibidor LY [222]. Sin embargo, como se 
demuestra en nuestro estudio sobre la expresión de los genes 
intermedios, el inhibidor de ERK1/2 sólo tiene un efecto reductor de 
la expresión parcial en algunos casos. El hecho de que  no exista una 
respuesta notable podría justificarse en términos de sinergismo, es 
decir, se ha observado que varios activadores de la MAPK ERK1/2, 
como TPA y IGF-I, potencian la actividad del receptor RAR y con 
ello la expresión de RAR, mientras que la expresión de Ras o Raf 
dominantes negativos bloquean el sinergismo con TPA o IGF-I [224]. 
En base a estas evidencias, se plantea la posibilidad de que el 
RA sea capaz de activar la ruta MAPK ERK/MSK1, potenciando la 
actividad transcripcional del receptor RAR. La existencia de una 
posible comunicación entre las rutas PI3K/AKT y MAPK ERK sería 
la responsable en la regulación precisa de esta actividad 
transcripcional, dado que la ausencia de una PI3K parece potenciar la 
señalización a través de la ruta MAPK ERK/MSK1, y con ello la 
actividad transcripcional del receptor RAR.  
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3. Identificación de eventos de splicing alternativo durante la 
diferenciación de las células SH-SY5Y inducida con RA 
La característica más destacable de los Exon arrays es la 
detección de posibles eventos de splicing alternativo durante cualquier 
proceso. Mediante el análisis de la varianza (ANOVA) de los valores 
de expresión exónica hemos agrupado los genes en base a la presencia 
de cambios significativos en su expresión (p-valor), así como de la 
probabilidad de sufrir splicing alternativo (alt-splicing p-valor) 
durante el tratamiento con RA. Los dos grupos génicos que presentan 
una alta probabilidad de AS, son los grupos A y C, formados por 
8.683 y 914 genes respectivamente. El grupo A lo integran genes que 
presentan además una expresión diferencial con el tratamiento con RA 
(FDR≤0.05), por lo que, muy probablemente, estos eventos de AS 
ocurran de manera cotranscripcional. Una evidencia de esto la 
proporciona el trabajo de Auboeuf y colaboradores donde describen 
que el reclutamiento diferencial de coactivadores del receptor de 
hormonas esteroideas podría determinar la selección de sitios de 
splicing alternativo en los genes diana y, por lo tanto, la producción de 
diferentes variantes [225]. En cambio, los genes del grupo C muestran 
una expresión similar con el tratamiento (FDR>0.5), pudiendo en este 
caso estar los eventos AS regulados por las acciones no 
transcripcionales del RA. En este sentido, un análisis proteómico 
previo llevado a cabo en nuestro laboratorio demostró que la 
activación rápida de las rutas PI3K/AKT y MAPK ERK activadas por 
parte del RA conduce a la fosforilación de proteínas nucleares 
relacionadas con remodelación de la cromatina y muy especialmente 
con procesamiento de RNA [136].  
La visualización esquemática de los primeros ejemplos de cada 
uno de los grupos A y B, en el que se incluye las isoformas para un 
gen en concreto obtenidas de la base de datos UCSC Genome 
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Browser, demostró la presencia de algunos genes sin una justificación 
clara de este tipo de eventos, tal vez debida a una anotación 
incompleta de todas las variantes de splicing alternativo en la base de 
datos. Estos casos señalan la complejidad que presenta el análisis y 
implican la necesidad de realizar un estudio en profundidad de los 
posibles eventos de splicing alternativo identificados. 
Sin embargo, en este estudio también encontramos un número 
de genes que mostraban de forma convincente estos eventos en exones 
donde sí está descrito AS en UCSC. Para el grupo A conseguimos 
identificar algunos ejemplos de genes para los que existe un cambio 
en el uso de promotores alternativos (PRKCH y SCHIP1 y HOXA3) o 
presentan un exón alternativo (WFDC10B) con el tratamiento con RA. 
El gen PRKCH es un miembro de la familia de las PKCs (proteína 
quinasa C), cuya expresión está regulada positivamente por RA 
durante el desarrollo neural in vitro, siendo su localización original en 
el aparato de Golgi de células no diferenciadas y su localización 
posterior en el soma de neuronas en desarrollo [226]. Las proteínas 
PKCs fosforilan a una gran variedad de proteínas diana y están 
implicadas en distintas vías de señalización celular. Se ha visto que 
participan activamente en la neuritogénesis durante la diferenciación 
de las células SH-SY5Y [56], al tener como sustrato principal la 
proteína neuronal GAP43 [227]. El evento de AS identificado en 
nuestro análisis indica el paso de una isoforma más larga a una más 
corta con el tiempo de tratamiento, lo que supone la pérdida de un 
dominio de unión a fosfolípidos de membranas dependiente de calcio, 
que se encuentra en muchas proteínas implicadas en transducción de 
señal y tráfico de membranas, y de un dominio de unión a ésteres de 
forbol y diacilgliceroles, potentes segundos mensajeros y promotores 
tumorales. La pérdida de estos dos dominios, conservando los 
dominios restantes (Ser/Thr quinasa y proteína quinasa C), podría 
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implicar el cambio en la localización celular y en la señalización de la 
proteína, siendo de interés el estudio posterior de la función de la 
proteína en este nuevo escenario celular. En el caso del gen HOXA3 
se trata de un miembro de la familia de genes con homeobox, factores 
de transcripción que se expresan de forma espacial y temporal durante 
el desarrollo embrionario, y participan en la regulación de la expresión 
génica, la morfogénesis y diferenciación. El evento de AS identificado 
visualiza el paso de una isoforma más corta a una más larga, lo que 
supone la inclusión, corriente arriba del dominio homeobox, de un 
hexapéptido conservado característico de proteínas Anntenapedia, que 
regulan el desarrollo de la pata de Drosophila . Se ha visto que la 
actividad de los factores de transcripción HOXs depende de su 
interacción con otros factores de transcripción, PBXs, a través de este 
hexapéptido conservado [228].  
En el grupo C, los genes DEC1 y ECE1 presentan exones 
alternativos, que experimentan una reducción en la inclusión de los 
mismos con el tiempo de tratamiento. Por otro lado, DYNC1H1 
presenta un intrón y su inclusión también se ve reducida.  Finalmente, 
los genes UBA1 y HLA-E presentan respectivamente cambios en el 
uso de promotores alternativos y de señales de parada de la 
transcripción alternativas. Sin embargo, la falta de información de las 
distintas isoformas de un gen impide predecir, para estos casos, los 
posibles efectos estructurales y funcionales que tienen estos eventos 
de splicing alternativo sobre las proteínas derivadas de estas 
isoformas. 
Con todo ello, los Exon arrays son considerados una 
herramienta esencial para estudio global del AS. Aun así, el gran 
número de eventos AS detectados con esta herramienta en 
contraposición de la menor información disponible de los mismos en 
las bases de datos, hace necesario llevar a cabo un estudio más 
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detallado y profundo de cada uno de los casos, siendo necesario 
siempre un posterior paso de validación. 
 
4. miR-10a y miR-10b contribuyen a la diferenciación inducida 
por RA de células de neuroblastoma SH-SY5Y y poseen como 
diana el factor regulador de splicing alternativo, SFRS1 
(SF2/ASF) 
El descubrimiento de los miRNAs ha incorporado un nuevo 
nivel de regulación postranscripcional incrementando, de esta manera, 
la complejidad en el estudio de la regulación de muchos procesos 
biológicos, incluida la diferenciación neuronal. Durante los últimos 
años se ha producido un notable progreso en la elucidación de los 
mecanismos moleculares que participan en regulación transcripcional 
mediada por el RA durante la diferenciación neuronal. Sin embargo, 
menos conocidas en la actualidad son las acciones del RA sobre los 
demás niveles de regulación de la expresión génica, especialmente 
sobre los miRNAs. En este sentido, la última parte de la tesis ha 
tenido como objetivo el estudio de la expresión de miRNAs durante la 
diferenciación inducida por RA de células SH-SY5Y. En el presente 
estudio se han identificado 42 especies diferentes de miRNAs cuyos 
niveles de expresión cambian de forma significativa durante el 
proceso. De los 42 miRNAs, 26 se regulan de forma positiva y 16 de 
forma negativa durante el tratamiento con RA. 
Después de estudiar algunos aspectos publicados sobre el 
conjunto de miRNAs, fueron las especies: miR-10a, -10b, -132, -211, 
-22, -154, -26, -296, -422a, -378 y miR-107 las que se han relacionado 
en distintos contextos de diferenciación [229-238], aunque sólo miR-
132/211 parece hasta el momento específicamente implicada en 
diferenciación neuronal [239-240]. Hemos querido centrarnos en el 
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estudio funcional de los microRNAs miR-10a y miR-10b, con mayor 
patrón de inducción durante el tratamiento. Ambos pertenecen a la 
misma familia. Sin embargo, al igual que ocurre para otras familias de 
miRNAs, ocupan loci distantes en el genoma. Mientras que miR-10a 
se encuentra en el cromosoma 17, miR-10b se sitúa en el cromosoma 
2. Por ello, resulta especialmente interesante el hecho de que ambos 
presenten un patrón de expresión muy similar, lo que sugiere la 
existencia de un posible mecanismo de regulación común para ambos. 
Además la inducción de miR-10a y -10b se ha comprobado que tiene 
lugar también durante el tratamiento con RA de otra línea celular de 
neuroblastoma LAN-1. En esta dirección, existen dos trabajos más en 
los que se demuestra que miR-10b se induce durante la diferenciación 
neuronal de células de carcinoma embrionario NT2/D1 inducida por 
RA [241], mientras que miR-10a se induce durante la diferenciación 
de células madre embrionarias de ratón hacia células de músculo liso 
[232]. En este último estudio se describió que el RA actúa a través de 
NF-kappaB, el cual se une a un elemento consenso contenido en la 
región promotora del gen miR-10a para inducir su expresión. 
Adicionalmente, al analizar la secuencia de las regiones promotoras de 
miR-10a y -10b se han identificado posibles elementos similares a 
RAREs canónicos. En base a estas evidencias, la señalización por RA 
podría estar implicada en la regulación de miR-10a y miR-10b durante 
la diferenciación de células de neuroblastoma. 
Tras realizar un análisis funcional de los efectos que producen 
una reducción en la expresión de miR-10a y -10b, se ha demostrado 
que ambos miRNAs resultan ser elementos clave en la regulación de 
la diferenciación inducida por RA. Hemos descrito como la 
transfección con anti-miRs específicos consigue impedir los cambios 
morfológicos asociados con la diferenciación inducida por RA, así 
como la regulación adecuada de distintos marcadores de 
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diferenciación neuronal. Por otro lado, la expresión de ambos 
miRNAs no parecen participar en la parada proliferativa inducida por 
RA, aunque resultan ser esenciales para la reducción de las 
actividades migratorias, invasivas y metastáticos asociadas con el 
tratamiento de RA. Nuestras observaciones, junto a otra publicación 
reciente, en la que se demuestra que miR-10b tiene como diana 
molecular, una proteína implicada en movilidad celular, Tiam 1, en 
células de cáncer de mama [242], apoyan la idea de una actividad 
supresora de tumores por parte de ambos miembros de la familia miR-
10. Sin embargo, existen algunos trabajos que parecen implicar a miR-
10a y -10b en ciertos procesos cancerosos y metastáticos [194, 243-
244]. Esto sugiere que el papel de ambos microRNAs en 
tumorogénesis depende de cuáles sean la/s diana/s moleculares dentro 
de cada contexto celular.  
 Los ensayos luciferasa mediante la cotransfección de plásmidos 
reporteros que incluyen la región 3’-UTR del mRNA SFRS1 con 
oligonucleótidos precursores y antisentido específicos para miR-10a y 
-10b, así como el análisis de los niveles de mRNA y proteína SFRS1 
tras la transfección de estos oligonucleótidos, han confirmado al factor 
de splicing SFRS1 (SF2/ASF), miembro de la familía de factores de 
splicing ricos en Ser/Arg, como una diana molecular de miR-10a y -
10b. SFRS1 es un proto-oncogen, con una expresión desregulada en 
muchos tumores, y al igual que ocurre para otros factores de splicing, 
su expresión parece estar finamente regulada por múltiples 
mecanismos post-transcripcionales y traduccionales [131]. En este 
contexto, una publicación reciente describe la complejidad de la 
regulación de SFRS1 por la existencia de un bucle de 
retroalimentación  negativo en cual SFRS1 promueve el 
procesamiento de miR-7, mientras que miR-7 puede unirse a la región 
3’UTR del mRNA SFRS1 para bloquear su traducción [245].  Nuestro 
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estudio propone los miRNAs miR-10a y -10b como nuevos 
reguladores post-transcripcionales de la expresión de SFRS1 a través 
de un mecanismo que promueve la degradación de su mRNA.  
Por otra parte, se ha demostrado como cambios en los niveles de 
expresión de miR-10a y -10b pueden influir en algunas de las 
actividades moleculares de SFRS1, como la inducción de la 
traducción de ciertos mRNAs y el splicing alternativo. Mediante un 
ensayo empleando un reportero de traducción, hemos observado como 
la actividad de SFRS1 en traducción puede estar controlada por la 
regulación de los niveles de miR-10a y -10b. Sin embargo, no es la 
primera evidencia de la implicación de miR-10a en la regulación de la 
traducción. Se ha descrito que miR-10a puede unirse a las regiones 
5’UTR de mRNAs de proteínas ribosomales, promoviendo su 
traducción y en consecuencia la síntesis global de proteínas en 
condiciones de privación de aminoácidos, durante el tratamiento de 
anisomicina o sobreexpresión de RAS [154]. Estas evidencias, junto 
nuestros resultados sugieren un especial papel de miR-10a en el 
control de la traducción de algunos mRNAs mediante la regulación 
negativa de los niveles de la proteína SFRS1 al unirse a la región 
3’UTR de su mRNA o la regulación positiva de los niveles de 
proteínas ribosomales al unirse a las regiones 5’UTR de sus mRNA 
dependiendo del contexto celular. Por otro lado, como se ha citado 
anteriormente, nuestro laboratorio demostró que el tratamiento con 
RA conduce a la activación de rutas de señalización que llevan a 
cambios rápidos en los patrones de fosforilación de proteínas SR, 
incluida SFRS1. Consecuentemente, tienen lugar cambios en la 
selección de los sitios de splicing alternativo y un aumento de la 
traducción de mRNAs que contienen sitios de unión a SFRS1 [136]. 
En este sentido, la reducción en los niveles de SFRS1 inducida a 
través de la regulación por parte de miR-10a y -10b puede ser 
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interpretada como la etapa que concluye con el bucle regulatorio del 
RA sobre las actividades de SFRS1. 
Además, se ha demostrado que la regulación de los niveles de 
miR-10a y -10b, es capaz de alterar un evento de splicing que tiene 
lugar en el gen tau, en el que el exón 10 resulta ser incluido. Este 
resultado demuestra una vez más que los niveles del factor de splicing 
SFRS1 necesitan ser controladas de forma precisa durante el 
desarrollo de sus actividades celulares normales. En este sentido, los 
mecanismos reguladores post-transcripcionales se les considera 
responsables de la diversificación y control espacio-temporal del 
proteoma durante el establecimiento preciso de la conectividad 
neuronal [118]. Desde que el mRNA es transcrito está sujeto a 
distintos procesos moleculares que incluyen una regulación estructural 
extensiva que permite una expansión del repertorio de proteínas a 
través del splicing alternativo, un empaquetamiento del RNA en 
gránulos de transporte neuronal y el reconocimiento por parte de 
proteínas de unión a RNA y/o microRNAs que permiten la restricción 
de la síntesis proteica en localizaciones y condiciones celulares 
concretas. Esta habilidad de la maquinaria post-transcripcional en el 
control del uso de las proteínas de una manera espacial y temporal 
sugiere la existencia de una comunicación cruzada y coordinada entre 
todos los procesos post-transcripcionales. Varios estudios refuerzan 
esta idea, confirmando la existencia de interacciones entre elementos 
de splicing alternativo y microRNAs durante la diferenciación [133, 
245-246].  Por ejemplo, se ha publicado que el miRNA específico de 
neuronas, miR-124, posee como diana directa el mRNA PTBP1 
(PTB), cuya proteína actúa como represor global del splicing 
alternativo de pre-mRNAs en células no neurales, lo que resulta en 
una transición de un patrón de splicing específico de células no 
neurales a otro específico de células neurales [133]. Al igual que este 
                    Discusión  
 
- 233 - 
trabajo, nuestro estudio demuestra que la reducción de los niveles de 
mRNA y proteína SFRS1, debida a un aumento de la expresión de 
miR-10a y -10b puede afectar a las funciones del factor de splicing en 
el establecimiento del programa de expresión génica durante la 
diferenciación inducida por RA de las células SH-SY5Y. 
Los resultados obtenidos [247] coinciden en gran medida con 
una publicación muy reciente, donde se demuestra que miR-10a y -
10b se sobreexpresan notablemente y resultan esenciales durante la 
diferenciación inducida por RA de diferentes líneas celulares de 
neuroblastoma, incluida SH-SY5Y. Además, el estudio identifica al 
corepresor de la transcripción NCOR2 como diana directa de ambos 
miRNAs [248]. Esta proteína ejerce su función correpresora de la 
transcripción al reclutar en la región promotora un complejo de 
proteínas que incluye SIN3A/B y las histonas desacetilasas HDAC1, 
HDAC2 y HDAC3. Por otro lado, la presencia de RA provoca la 
disociación de este complejo corepresor y su desplazamiento por un 
complejo activador de la transcripción. En base a estos resultados, la 
expresión de miR-10a y -10b parece ejercer un control a varios niveles 
sobre el programa de expresión génica desencadenado por RA, 
manteniendo por una parte la transcripción al regular negativamente la 
expresión del correpresor NCOR2 y, por otra, regulando el proceso de 
splicing a través de su acción sobre el factor de splicing SFRS1.  
En resumen, las acciones genómicas y no transcripcionales del 
RA se integran y convergen en múltiples niveles para regular la 
expresión génica durante la diferenciación de células de 
neuroblastoma SH-SY5Y. Hemos demostrado que el RA produce un 
cambio significativo de la expresión de mRNAs implicados en 
distintos procesos biológicos relacionados con la diferenciación 
neuronal. En este sentido, cobra especial relevancia la inducción 
temprana y intermedia de genes participantes en procesamiento de 
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RNA. Acorde con estos resultados, el empleo de los Exon arrays nos 
ha permitido identificar la existencia de un gran número de eventos de 
splicing alternativo durante la diferenciación de las células SH-SY5Y 
inducida con RA, lo que demuestra las acciones reguladoras de esta 
molécula en el splicing alternativo. Además, hemos comprobado la 
integración y convergencia de las acciones genómicas y no 
transcripcionales del RA, al demostrar que la ruta PI3K/AKT ejerce 
un efecto modulador negativo sobre la transcripción de genes 
intermedios regulados por elementos RARE. Finalmente, la 
señalización del RA ejerce un control a nivel post-transcripcional, al 
expresar de forma diferencial con el tiempo de tratamiento 42 especies 
diferentes de miRNAs. Dentro de este grupo de reguladores post-
transcripcionales, miR-10a y -10b presentan una inducción notable y 
su papel en la diferenciación inducida por RA parece ser clave, al 
igual que en la reducción asociada con el tratamiento con RA de las 
actividades migratorias, invasivas y metastáticas. El descubrimiento 
de SFRS1 como una diana directa de los miRNAs miR-10a y -10b, 
refuerza la idea de una interacción funcional emergente entre dos 
mecanismos post-transcripcionales, microRNAs y splicing, dentro del 
contexto de diferenciación neuronal. Además esta reducción en los 
niveles de SFRS1 por parte de miR-10a y -10b puede ser interpretada 
como una etapa que concluye con el bucle regulatorio del RA sobre 
las actividades celulares de SFRS1.  
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Figura 63. Regulación de la expresión génica durante la diferenciación de 
células SH-SY5Y inducida con RA: AS y microRNAs. El RA mediante 
mecanismos genómicos e independientes de la trancripción regulan la expresión 
génica a multiples niveles. Por un lado, el RA induce la expresión temprana e 
intermedia de genes implicados en procesamiento de RNA. Además se han 
identificado la existencia de un gran número de eventos de splicing alternativo 
inducidos con RA, lo que demuestra las acciones reguladoras de esta molécula a este 
nivel. Por otro lado, el RA regula la expresión de 42 miRNAs diferentes, entre ellos, 
miR-10a y -10b, que se inducen de forma notable con el tiempo de tratamiento. El 
descubrimiento de SFRS1 como una diana directa de los miRNAs miR-10a y -10b, 
refuerza la idea de una interacción funcional emergente entre dos mecanismos post-
transcripcionales, microRNAs y splicing, dentro del contexto de diferenciación 
neuronal. Además esta reducción en los niveles de SFRS1 por parte de miR-10a y -
10b podría ser interpretada como una etapa que concluye con el bucle regulatorio del 
RA sobre las actividades celulares de SFRS1, como son el splicing alternativo y la 
traducción de ciertos mRNAs. La identificación del correpresor NCOR2 como diana 
adicional de miR-10a y -10b, demuestra que ambos microRNAs ejercen un control a 
varios niveles sobre el programa de expresión génica desencadenado por RA, 
manteniendo por una parte la transcripción al reducir la expresión del correpresor 
NCOR2 y, por otra, regulando el proceso de splicing y la traducción de ciertos 
mRNAs a través de su acción sobre el factor de splicing SFRS1. Adaptado de [249].
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Esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio del efecto que 
produce el tratamiento con RA sobre la expresión génica a distintos 
niveles durante la diferenciación de células de neuroblastoma SH-
SY5Y, especialmente sobre los mecanismos de regulación post-
transcripcionales, entre ellos, el proceso de splicing alternativo y la 
regulación mediada por los microRNAs. El conjunto de resultados 
anteriormente expuestos nos han llevado a formular las siguientes 
conclusiones: 
1. El RA produce un cambio significativo de la expresión de 
mRNAs, que se refleja en 8 perfiles de expresión distintos que 
pueden ser agrupados en 3 respuestas de expresión génica: 
temprana (0.5  h), intermedia (6  h) y tardía (24 h). El análisis 
funcional bioinformático empleando términos GO para cada 
una de las respuestas revela la implicación  de las mismas en 
distintos procesos biológicos relacionados con la 
diferenciación neuronal. En este estudio cobra especial 
relevancia la inducción temprana e intermedia de genes 
participantes en procesamiento de RNA.  
2. El empleo de los Exon arrays nos ha permitido identificar la 
existencia de un gran número de eventos de splicing 
alternativo durante la diferenciación de las células SH-SY5Y 
inducida con RA, lo que demuestra las acciones reguladoras de 
esta molécula en el splicing alternativo. 
3. Hemos aportado nuevas evidencias de la integración y 
convergencia de las acciones genómicas y no transcripcionales 
del RA, al demostrar que la ruta PI3K/AKT ejerce un efecto 
modulador negativo sobre la transcripción de genes 
intermedios regulados por elementos RARE. 
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4. La señalización del RA ejerce un control a nivel post-
transcripcional, al expresar de forma diferencial con el tiempo 
de tratamiento 42 especies diferentes de miRNAs.  
5. Dentro de este grupo de miRNAs, miR-10a y -10b presentan 
una inducción notable y un papel clave en la diferenciación 
inducida por RA, así como en la reducción asociada con el 
tratamiento con RA de las actividades migratorias, invasivas y 
metastáticas. Sin embargo, estos elementos reguladores no se 
ven implicados en la parada proliferativa de las células SH-
SY5Y asociada a dicho tratamiento. 
6. Hemos identificado el factor de splicing SFRS1 (SF2/ASF) 
como una diana directa de los miRNAs miR-10a y -10b. La 
reducción en los niveles de SFRS1 por parte de miR-10a y -
10b puede ser interpretada como una etapa que concluye con el 
bucle regulatorio del RA sobre las actividades celulares de 
SFRS1. 
7. La existencia de una regulación postranscripcional por parte de 
miR-10a y miR-10b sobre el factor de splicing SFRS1 refuerza 
la idea de una interacción funcional emergente entre dos 
mecanismos post-transcripcionales, microRNAs y splicing, 
dentro del contexto de diferenciación neuronal. 
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